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Bedeutung der Dien-Synthese fOr Bildung, 
Aufbau und Erforschung von Naturstoffen. 

Von O. D1 «:ls, Kiel. 

Einleitung. 

Eigenart der Dien-Syntheae. 

Trotz des Reichtums an synthetischen Methoden, iiber den die modeme 
organische Chemie verfugt, ist die Zahl derjenigen verschwindend gering, 
deren Bedeutung sich auf ihrem Gesamtgebiet auszuwirken vermag. 
Eigentlich sind es nur die pRiEDEL-CRAFTSsche und die Barbier- 
GRiGNARDsche Reaktion. die eine Ausnahme machen. Sie haben sich 
daher im Laufe von Jahrzehnten zu einem unentbehrlichen Forschungs- 
prinzip des Organikers entwickelt. 

Auch die Dien-Synthese darf man mit Fug und Recht dazuz^len. 
Zwar ist die Erkenntnis ihres Prinzips [Diels und Alder (i)] weit 
jiingeren Datums, aber die seit diesem Zeitpunkt verflossenen zw5lf 
Jahre haben geniigt, uns einen Begriff von ihrer Vielseitigkeit und 
von ihrer Bedeutung fiir die organisch-chemische Forschung zu 
geben. 

Es hat sich dabei herausgestellt, daB die Dien-Synthese in ihrer 
Eigenart den zuerst genannten, altbewthrten Forschungsprinzipien in 
gewissem Sinn iiberlegen ist, ja daB sie in der Gesamtheit der organisch* 
chemischen Methoden eine exklusive Stellung einnimmt. Man wird 
dies begreifen, wenn man sich von den Ursachen, vom Verlauf und 
von der Art der Reaktionsprodukte der Dien-Synthese ein Bild zu 
machen sucht. 

Die an ihrem Verlauf regelmiBig beteiligten Partner sind ,,Diene*' 
und ,,philo-diene Komponenten". Die Diene enthalten ein S3rstem „lK)n- 
jugierter Doppelbindungen*', w^rend die philodienen Komponenten 
durch eine ,.aktive‘‘ Doppel- oder durcheine Dreierbindung ausgezeichnet 
sind. Durch die „ungesattigten Potentiate** nun, die bei den „IXene|n*' 
in der 1.4-, bei den „philodienen Komponenten** in der x,a-Stellting 
massiert sind, kommt es zu einem gegenseitigen Ausgteich der Reaktions- 

F«rt«chritte d. Cbem. org. N«tunt. III. 
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partner und zu eincr Addnktbildnng, die often bar deswegen so aulicr- 
ordentlich begiinstigt ist, weil sic zu sechsgliedrigen Ringsystemen fuhrt: 
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Dabei tut es im Prinzip nichts zur Sache, ob sich dm Diene von offenen 
KeUen, von is(x:yclischen oder von heterocyclischen Ringsystemen ab- 
leiten und von welcher Art die philodienen Koinponenten sind, voraus- 
gesetzt, daB sie eine geniigend .,aktive*‘ doppelte oder dreifache Bindung 
enthalten. Um dies noch an einem weiteren Beispiel zu zeigen, sei der 
Ablauf einer Dien-Synthese zwischen einem cyclischen Dien und einer 
philodienen Komponente mit dreifacher Bindung schematisch dargestellt: 

O 

• O I • 

+ III II O ;i 

• o I • 

\l/ 

o 

Auch fur den Fall, daB die ,,aktive“ Doppelbindung, wie z. B. bei den 
Azo-dicarbonsdureestern, zwischen N-Atomen liegt, verlauft die Dien- 
S5mtllese vollig glatt und in typischer Weise (2 ): 
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Man hat Grund zu der Annahme, daB sdnUliche bisher beobachteten 
Adduktbildungen zwischen Dienen und „philodienen Komponenten" 
primar im Sinne der im vorhergehenden skizzierten Schemata verlaufen, 
auch wenn sich die Prim&rprodukte nicht fassen lassen, sondem ,,unief 
Wasserstoffverschiebung** stabilisieren, Wenn 2. B. aus a-Methyl-pyrrol 
und MaleinsSLure ein Addukt von der Struktur einer a-Methyl-^'-p5mx>l- 
bemsteinsSlure entsteht (j), so dUrfte es sich dabei ziemlich sicher um den 
Ablauf folgender Reaktionen handeln, die in der ersten Phase eine echte 
Dien-S}nrithese vorstellen, aber im Endeffekt auf eine „$uhstituierende 
AddUim** hinauslaufen. Derartige F§Ue sind auBerordentlich zahlreich. 
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Aus alledcm crgibt sich, wie nidit im einzelncn gezeigt werdcn soli, 
daB das Prinzip der Dien-Synthese zu den allermannigfaltigstcn Ver- 
bindungstyjK'n fiihren muB {4) und daB zu diesen voraussichtlich auch 
zahlreiche Vertreter gchoren werden, wie sie von der Natur in verschwen- 
derischcr Fullc und voni verschiedenartigsten Bau gebildet werden. 

Diese Vermutung wird noc h wahrscheinlicher durch die Erkenntnis, 
daB sich die Dicn-Synthese aus der uberwaltigenden Mehrzahl der anderen 
organischen Synthesen durch cine hesondere Eigentundichkeit heraushebt: 
Sie verlauft in sehr vielen Fallen vollig freiwillig, also ohne Anwendung 
von Katalysatoren, ,,Kondensationsmitteln“ oder von irgendwelchen 
anderen Stoffen, wie sie sich in der organisch-praparativen Praxis bei 
nahezu samtlichen Synthesen als unentbehrlich erweisen. Freiwillig 
auch insofem, als die das Wesen dcr Dien-Synthese ausmachendc Addukt- 
bildung haufig genug bei Zimmertemperatur stattfindet. 

Die Eigenart der Dien-Syn these, die sich nicht bloB in der Fiille der 
(lurch sie erschlossenen Moglichkeiten, sondern ebenso sehr in ihrem 
freiwilligen, glatten Verlauf auspragt, hat von Anbeginn an zu groBen 
Hoffnungen ftir die Erforschung von Naturprodukten berechtigt. Inwieweit 
sich diese erfiillt haben, soli in den folgenden Abschnitten mitgeteilt 
werden, in denen die Bedeutung der Dien-Syn these ftir Bildung, Aufbau 
und Erforschung der Naturstoffe zum Gegenstand einer kurz zusammen- 
fassenden Betrachtung gemacht wird. 


I. Bedient sich die Natur der Dien-Synthese als 
Aufbauprinzip ? 

Man war schon Itingst daratif aufmerksam geworden, daB eine groBe 
Zahl von Naturstolfen zum Isopren 

HgC-C—CH CH, 

CH, 

Uopnn, 

in Beziehung steht. Aber erst die F<xrschungen der letzten Jahre haben 
gezeigt, wie weit dies geht, und daB es sich hierbei vielfach um solche Ver- 
bindungen handelt, denen im biologischen Geschdien eine besonders 
wichtige Rolle zuftillt. 


X* 





Denn abgoschen von clem Aufbau cior Tcrpcuc unci cles KaiUscImka 
aus den Bausteinen dcs genannten ,,l>iens“, hat sich ergeben, dab auch 
der als Bestandteil des Chlorophyllfarbstoffs erkannte Alkoliol Phytul — 
dessen Strukturaufklarung und Synthcsc' gelungen sind | h . G. b'lsniKR 
(5)1 — 2 l 1 s wcsentlichstes Mcrkmal die kettenfbrmige Aneinanderreihung 
von Isoprcn*Kesten zeigt: 


CHj CH3 CH3 CH3 

PKyfol. 

Besonders auffailig tritt uns ferner diese ..Isopren-Verkettung ‘ bei den 
Carotinoiden entgegen, wo wir z. B. im Lycopin einer Substanz mil S 
miteinander verankerten Isoprenresten begegnen: 

rCH,—C=CH-~CH,—CH,—C=CH~-CH=CH—C=rCH-CH=CH--C=CH~~CH==l 

i III 

CH3 CHj CH3 CH, , 

Lycopiti. 

und wo auch die Caroline selbst und ebenso das Crocetin nach dem- 
selben Prinzip aufgebaute Molekiile sind. 



HOOC--C=:CH—CH=CH—C=CH—CH^-CH-~CH=-C—CH=CH-CH==C—COOH 


Da femer das Vitamin A als im Organismus gebildctes Abwandlungs- 
produkt des Carotins die Struktur 

H3C CH, 

\ / 

C 


HtCr j|C-~CH==CH-~C=-CH---CH:==CH—C==rCH---CHjOH 

H,cl Ic-CH, I I 

* V ’ CH, CH, 


besitzt und durch die Synthese des Tocopherols ausTrimethybhydrochinon 
und Phytyl-bromid auch der Ban des Vitamins E klar zutage liegt 
[Karrer, Fritzsche, Rixgier und Salomon (6)], so ergibt sich, dalJ 
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auch dicsc» lelx‘nswirhtigc*n Stoffr diirrli eine Kette von Isoprcnresten 
ausgczeidinet sind. 


CH, 


HO 


\CH, 


CH, 


C\U 


C X (CH,),- CH -(C H,)3-CH- (CH,)3-~CH< 
V . \ 

C O CHj 


.CH3 

CH, 


CH, 


Vitamin £. 


Bedonkt man cndlich, dali aiirli die Sterine, die man als komplizicrtcre 
Terpenalkoholc auffasscn kann und die wegen ihrer Hcziehungen zu den 
GaUensauren, Viiaminen, Sexualhormonen und zu anderen Verbindungs- 
klassen ein besondcrcs Interesse beanspruchen, ihre Beziehungen zum 
Isopren nieht vericugnen kdnncn, so gewinnt die Frage cine bcsondcrc 
Bcdcutung, nach wcichem Aufbauprinzip die Natur bei der Bildung aller 
dieser bcdcutsamen Stoffe vorgcht? 

Man hat dazu in der ncueren und neuesten Zeii wiederholt Stcllung 
genommen, ohne daO indessen cine allseitig einleuchtcnde Entscheidung 
getroffen werden konnte. 

Wenn z. B. von Aschan (7) die Vermutung ausgesprochen wird, 
,,daB es unwahrscheinlich sei, daB der Kohlenwasserstoff (Isopren) tat- 
sachlichcr Baustein bei der Synthese in der Zclle ist und daB die Bildung 
(der Verbindungen mit isoprenketten) verstandlicher crschiene aus 
entsprechend konstituierten, reaktionsfahigen Hydroxyl- oder Carbonyl- 
verbindungen'*, so darf man vielJeicht darauf hinweisen, daB diese Ansicht 
vor der Entdeckung des Prinzips der Dien-Synthese ausgesprochen 
worden ist. 

Die Feststellung, daB man dem freien Isopren bisher in der Pflanze 
nicht begegnet ist, scheint mir kein geniigender Grund, nicht mit einer 
vorubergehenden Bildung dieses Diens beim Ablauf des biologischen 
Geschehens zu rechnen. So wenig man mit voUer Sicherheit den Form- 
aldehyd als Assimilationsprodukt des Kohlendioxyds in der Pflanze oder 
die Brenztraubens^ure als hochst wichtiges „Zwischenglied** der alkoholi* 
schen GiLrung in Substanz fassen kann, so wlUre meines Erachtens auch 
eine „Interimsbildung^^ von Isopren in der Pflanze durchaus denkbar. 
Die Frage ware bloB nach dem Ursprung des Isoprens und nach der Art 
seiner weiteren Umwandlung in die Produkte, als deren Baustein es 
auftritt. 

Was zunichst das erstere Problem betrifft, so wSre die Bildung des 
Isoprens durch den Ablauf folgender Vorgange denkbar [Aschan (S)]: 
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OH 


OH 


CH,—CO-CH, H,C—C-CH, HgO~C^H, H,C—C=CH, 

Aldoli* I Reduk> | 2 HaO | 

~h CH, si«rung tion 9^ 

I/H I/« I I 

CH,OH CH, 

^O O 

Fiir die weitere Umwandlung des „Diens‘' in die zahlreichen, teils ketten-, 
teils ringfdrmigen Verbindungen, als deren „Baustein“ es erscheint, 
stehen dem pflanzlichen Organismus vielfache Methoden der Ver- 
ankerung, der Reduktion, der Oxydation, der Hydrierung und Dehy- 
drierung, der Wasser-abspaltung und -anlagerung usw. zur Verfiigung, 
und ich halte es fiir sehr wahrscheinlich, daB auch das Prinzip der Dien- 
Synthese in irgendeiner Form zur Wirkung kommt. Jedenfalls will mir 
eine solche Auffassung nicht minder gerechtfertigt erscheinen, als wenn man 
die Bildung der „Isoprenketten" durch AJdol-kondensation entsprechender 
Aldehyde mil darauf folgender Wasserabspaltung zu deuten versucht: 


H H 
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CH,—+ CH,—CHO ► CH,- 


O I 

CH, 


c/ 
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+ CH,- 




CH, 


OHCH, CH, 
H H H H 

I I I I /H 

—C—C■“ "C—C*—usw. 

II 11^^ 


OH CHgOHCH, 

H H H H 

I I I I —iH O 

CH,—C -C—C- C— C<r - -->■ CH,—CH C—CH -C— CC 

\ \ \ I \ I I 

OHCH,OHCH, CH, CH, 


r/" 


Man wird meines Erachtens der Wahrheit am n&chsten kommen, wenn 
man das Auftreten so zahlreidier Naturprodukte mit „Isopren-Ver- 
kettungen'* im wesentlichen durch ein Zusammenwirken von Aldoh 
Kondensation und Dien-Synthese erkl&rt,. also durch zwei Reaktionen, 
die beide durch die Leichtigkeit ihres Verlaufes den in der Natur herr- 
schenden Verh^tnissen Rechnung tragen. 


U. Kttnstliche Oewinnung von Naturproduktcn durch 

Dien-Synthese. 

Wie oben dargelegt warden ist, ftthrt die Dien-Synthese zur Bildung 
vcm cartx>- Oder heteroc3rdisdien SeeksringeH. Da nun gerade derartige 
Systeme in schier unersdidl^dier FfUle in der Natur auftreten — man 
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denke z. B. an Terpene, Sesquiterpene, Alkaloide, Sterine, GaUensauren, 
Vitamine, Hormone, Bitterstoffe, Saponine u. a. —, so wird die Dien- 
Synthese zum Aufbau der Grundskelette derartiger Stoffe ein neues, 
brauchbares Instrument vorstellen, das um so wertvoller ist, als bei seiner 
Verwendung Komplikationen durch Umlagerungen oder durch sonstige 
tiefergreifende Veranderungen im Molektil ausgeschlossen sind. 

Macht man sich die oben vorgetragene Anschauung zu eigen, daB auch 
in den Fallen, wo das Endergebnis einer Dien-Synthese in einer ,,sub- 
stituierenden Addition*' besteht, primdr die normale Bildung eines Addukts 
in 1,4-Stellung stattfindet, so wird natiirlich die Zahl der durch Dien- 
Synthese zuganglichen Naturprodukte noch ganz erheblich vergrbBert. 
Es sei daher betont, daB die in den folgeriden Abschnitten enthaltenen 
Beispiele, die die Bedeutung der Dien-Synthese fhr den Aufbau von 
Naturprodukten dartun sollen, keinen Anspruch auf Vollst^digkeit 
machen. 


X. Dien-Synthesen in der Reihe der Terpene und Campher. 

Allgemein bekannt ist der zur Bildung von Dipenten fiihrende Vor- 
gang (9), der nach unsercn heutigen Vorstellungen auf einer echten Dien- 
Synthese zwischen zwei Molekiilen Isopren beruht, von denen das eine 
als Dien, das anderc als „philodiene Komponente*' fungiert: 

CH, CH, 

I I 

c c 

H-C CH H,C CH 

II I I 

H,C CH, HX CH, 

\ \ / 

CH CH 


C 

\ 

H,C CH, 

3 Isoprcne. 


H,C CH, 


Dieselbe Dimerisierung durch Dien-Synthese laBt sich auch beim Myrcen, 
einem aus zwei Isoprenresten gebauten Terpen 


H,C-=CH—C—CH,—CH,—CH=C<^ 




s 


Myrc«a. 


durchfiihren und fiihrt — neben anderen Produkten — zur Bildung von 
(x-Campharen (jo), das sich auch aus Campherdl isolieren iSLflt und wohl 
folgende Struktur besitzt: 
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CH 

/ "■\ 

H,C C—CH,—CH,—CH - 

I I 

HC CH, 

H,C C CHg 

I CH, 

H,C~CH,-~CH C< 

CH, 

^-Camphoren. 


c/ 


CH, 


CH, 


Auch I Molekiil Isopren laBt sich an das Dien Myrcen durch Dien-Synthese 
anlagem (jj). Die Struktur des so entstehenden ,,Cyclo-isopren-myrcens*' 
hat sich durch Cyclisierung zum ,,Btcyclo-isopren-myrcen‘' [Ruzicka und 
Bosch (12)] und durch dessen Dehydrierung zum Eudalin einwandfrei 
feststellen lassen: 


CH, 

/ 

H,C CH 
1 CH, 

c c/ 

\ \ 

H,C CH CH, 

+ :i 

H,C CH, 

CH 

I 

C 

H,C ^CH, 

Myrcen t Isopren. 


CH, 

/ \ 

H,C CH 

I i CH, 

< 

H,C CH CH, 

I I 

H,C ^CH, 

C 

' H 

y/\ 

H,C CH, 

Cyclo-isopren -myrcen. 


CH, 

/ \ 



H,C CH, 
Bicydo-iiopnii'myrcen. 



a 



H,C CH, 
EucMin. 


Ein weiteres, interessantes Kapitel im Bereich der durch die Dien-S3m- 
these leicht zug^nglich gewordenen Terpene bilden die Irone. Diese wegen 
ihres intensiven, edlen Veilchengeruchs gesch^tzten Stoffe linden sich in 
den Wurzeln von Iris florentina, /. germanica und /. pallida. Das eigentliche 
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„Iron‘', das daraus zunachst in reincm Zustand isoliert (ij), in seiner 
Struktur eingehend studiert und auf miihseligem Weg auch synthetisch 
aufgebaut worden ist {14), scheint nach alledem der 1^'ormel 
H,c CH, 


HC 



C CH--CH—CO-CH3 


HC C 
CH, 

Iron. 


zu entsprechen. Es bestand daher die Aussicht, Iron durch Dien-Synthese 
aus 1,1-Difnethyl-butadien und Crotonaldehyd mit anschlicBcnder Konden- 
sation des zu erwartenden Addukts mit Aceton gewinnen zu konnen: 


H3C CH. 

C 

HC~C^ 


HC 4- 


HC—CH* 


HjC,^ ^CH, H3C CH3 

4 ', /H H H 

> HC C^C;:' -> HC C Cl 

I \ II 1 

HC C H HC C H 


CH=:CH--CO-*CH* 


I ,i -Dimethyl-butadien 
i Crotonaldehyd 


DaB dieses — scheinbar so nahe — Zicl nicht ganz erreicht worden ist, 
liegt lediglich daran, daB die fiir die Iron-Synthesc erforderliche ,,Dien- 
Komponente" i,i-Dimethyl-butadien stets rnchr oder minder weitgehend 
mit dem damit isomcren 1,3-Dimethyl-butadien verinischt ist. So kommt 
es, daB das durch Dien-Synthese gewonnene ,,Iron“ in betrachtlicher 
Menge ein Isomeres 

CH, 

A 

HC C—CH CH—CO—CH, 

II I ' 


H,C-C C-H 
\k, ^CH, 

FBeudO'iron. 


enthalt, das als ,,Pseudo-iron*' bezeichnet worden ist (15). Das tut aber 
der Tatsache keinen Abbruch, daB zum Aufbau mannigfaltigster, auch 
von der Natur produzierter „Vcilchen-riechstoffe” ein neuer, bequemer 
Weg gefunden ist. 

In der Reihe der Terpene und Campher spielcn bekanntlich die hi- 
cyclischen Systeme, als deren wichtigste die des Pinan- und des Camphan- 
Typus erscheinen, eine hervorragende Rolle. Ihr synthetischer Aufbau 
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war — wie man z. B. an der Synthese des Catnphers selbst (i6) ermessen 
kann — mit den fruheren Hilfsmitteln der Synthese milhsam und umst^d- 
lich. Diese Schwierigkeiten sind durch die Dien-Synthese weitgehend be- 
seitigt worden, da sie die Mdglichkeit bietet, Sechsringe mit eingebauten 
,,Brncken‘', aus ein, zwei, ja sogar ans drei Gliedern bestehend [Diels und 
Alder (17)], in der einfachsten Weise aufzubauen. Es sei dies an den 



durch „Dien-Synthese'‘ ausgefiihrten Synthesen des Norcamphers {18), 
des Catnphers {ig) und des Santens (ig) gezeigt. 

Zur Synthese des interessanten Norcamphers wird der durch Dien- 
Synthese aus Cyclopcntadien und Acrolein glatt entstehende Endo- 
methylen-2,5-tetrahydro-benzaldehyd (I) hydriert, der perhydrierte Al- 
dehyd (II) in sein Enol-acetat (III) libergefiihrt und aus diesem durch 
oxydative Spaltung der Norcampher (IV) gewonnen: 


HC 




,CH 


CH, 


HC 


CH, + " / 

* CH—C< 






CH ^ 

Cyclopentadien 4- Acrolein. 


CH. /H +H. 
/ o 


CH, 

\ 

(H) 


H 


< 


Enol- 

-► 

acetat 


/I 


CH, 


Spaltung 


/ 


1 \. 




(III) 


/T 


CH 


\ 


CH, 




O—CO—CH, 


/ 


\l/ 

(IV). Norcamirtier. 


Der weitere Weg vom Norcampher zum Campher fuhrt durch Methylierung, 
unter Eintritt erst einer, dann einer zweiten Methylgruppe zun^hst 
zum Camphenilon : 



Dieses laBt sich zum Methyl-camphenUd ,,gngnardieren'*, das bci der 
Wasserabspaltung in Camphen iibergeht: 
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Grignar- 

dierung 


Camphoailon. 




3 

3 

i 


Catuphcn. 


Das letztere kann dana schlieBlich — unter Ablauf cincr Bertram- 
WALBAUMschen Reaktion — iiber Isobornyl-acetat und Borneol in den 
Campher selbst iibergefiihrt warden: 



Campben. Isoborayl-acetat. Bonieol. Cain|rfier. 


Auch die Synthese des im Sandelholzol vorkommendeh Santens {20) laBt sich 
vom Norcampher aus in der Weise bewerkstelligen, daB man ihn methy- 
liert, das Methylierungsprodukt zum ,,SanUn-hydrat*' grignardiert und aus 
diesem schlieBlich durch Wasserabspaltung das Sanien gewinnt: 



Noccampber. 


/\ CH, 

" \/ * 


/|\ CH, 


\J/ 

Methyl’QOFcampber. 


\i/ CH, 

Santen- hydrat. 


Santen. 


a. Dien-Synthesen in der Reihe des Cantharidins. 

„Das Cantharidin kommt im Korper von Kafem aus der Familie 
der Mdoiden vor und findet sich vor allem in deren Blut und in den 
NebendrUsen des mannlichen Geschlechtsapparats** {21), Seine durch 
eingehende Forschungen begriindete Strukturformel [Gadamer (;^ 2 )]: 

CH CHj 

/ \ / 

HgC C-^CO 

I o j 

H,C C-CO 

\ / \ 

CH CH, 

Cantbarldin. 
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ist diirdi cion, Ix'i cler 1 )chyclrierung mit Palhidiumkolile bc'obachtoten 
Zcrfall in Uttran und Pyrocinchonsaure-anhydrid wc'scntlich g(*stiitzt 
wordcn (Bkhchhauskn und Hkrsche (27)): 
cu CH3 CH CH., 

\ 

lIjjC c 

I C) I .0-► |j O j -► I yO + I 

HX C - CO HC C~CO HC CH C\U C - CU 

\ . \ / \ 

(H CHj CH CHj 

(aiithandm. l-uzan. Pyrf>ciiichonsaurr«- 

anhydriil. 

Ihitor dor Annahrnc ihrcr Kichtigkcit schicn sicli in dor Anlagcning 
von Pyrorinchonsaure-anhydrid an Furan nach dcm Prinzip dor Dion- 
Synthoso oin einfachcr und aussichtsrcicher Weg zum Aufbau dcs Can- 
tharidins zii bieten, denn das hierbei zu erwartcnde Addiikt inulito 
sich durch Hydricrung glatt in Cantharidin uberfuhren lasson: 


HC==CH 


CH, -C - CO 


CH, 


HC=CH 

I I 

! o 4- 

I I 

HC=-CH 


C-~CO 
|; ">0 

C - CO 


CH3 


CH CHo 


CH CH. 


/ 


HC C -CO 

HX 

C—CO 

■ jo 

+ ! 

? 1 : 

HC C—CO 

H,C 

cvxo 

\f/' \ 


J / \ 

CH CH3 


CH CH. 


r'uran < Pyrocim honsaurc anhydrid. Addukt. 


Cantharidiu. 


Allein. trotz viclfach wiederholter Bemuhungen (24) ist diese ein be- 
senders interessantes Ergebnis versprechende Dien-Synthese bisher nicht 
gelungen. 

Da das Pyrocinohonsaure-anhydrid andererseits z. B. mit Cyclopentadien 
unter normaler Adduktbildung zu reagieren vermag: 



CH 3 

CH CHg 

HG-CH 

1 

/ \ / 

' 1 

C—CO 

HC C—CO 

1 CH. + 

1 > 

-> II CHg 1 V 

tl 1 *1 / 

HC-^CH 

c~co 

1 

HC 1 C—CO 

\;/ \ 


CHi 

CH CHg 


so wird das Scheitem einer Adduktbildung mit Furan vermutlich darauf 
zuriickzuftihren sein, daB das hierbei zu erwartende Addukt (siehe oben) 
offenbar cine ganz ungewohnliche Neigung zur Ruckwarts^dissoziation 
besitzt. 

Trotzdem hat die Dien-Synthese fiir den Ausbau und fiir die Erfor- 
schung der Cantharidinreihe eine erhebliche Bedeutung, da sie uns mit 
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l^iktoni- 

> 

sicriinf; 


CH, O- 

\ / 

/\ ,H 

H,C C< 

I COOH 


CH- 


\ / 

C 

/' '' 


— HCl 

' I 

Co HC 


CH, O- 

\ / 

/\ H 

H,C C<' 


! COOH 

I 

CH- 


CH, 


Cl 


C 

CH, 

iBOcanthar^-tuio. 


Co 


Derzcit ist zwar noch nichts dariibtT bekannt, ob die durch 
Dien-Synthcsc so Icicht zugJLnglichen nachstcn Vcrwandten dcs 
Cantharidins: Nor- und Iso-caniharidin, in der Natur vorkommen, 
aber davon unabhangig hat die Feststcllung, dab das cigenartigc Skelett 
des Cantharidins durch Dicn>Synthese crschlossen werden kann, ihre 
Bedeutung. 


3. Dien-Synthesen in der Pyrrol-Reihe. 

Das weitverbreitete Vorkommen von Pyrrolderivaten in wichtigen 
Naturstoffen der verschiedensten Art lieb eine Prtifung der Frage 
lohnend erscheinen, ob die Darstellung mancher dieser — nicht ganz 
leicht zuganglichen — Verbindungen durch das Hilfsmittel der 
Dien-Synthese erleichtert werden kann. Man war nach den beim 
FuraA gemachten Beobachtungen a priori zu der Annahme be- 
rechtigt, dab auch Pyrrol „Dien“-Eigenschaften besitzen und daher 
zum Eingehen von Dien-Synthesen geneigt sein mtisse. Zunachst 
schien es auch wirklich so, dab diese Anschauung durch die Beob¬ 
achtungen in jeder Hinsicht best&tigt wird, denn Pyrrol und seine 
am Stickstoff oder am Kohlenstoff alkylierten Homologen haben in 
der Tat die grobte Neigung, mit ,,philodienen Komponenten*' unter 
den typischen Erscheinungen echter Dien-Synthesen Addukte zu bilden. 
Aber es hat sich dann gezeigt, dab dies nicht durch Rmgbildung 
unter Addition der Reaktionspartner in 1,4-SteUung, sondem durch 
das Ph^omeh der ,,substituierenden Addition** geschieht. Wenigstens 
sieht es im Endergebnis so aus; aber es ist bereits auf S. 3 auf 
die Moglichkeit, ja auf die Wahrscheinlichkeit hingewiesen worden, 
dab die bei den Pyrrolen (und ebenso bei gewissen anderen Verbindungs- 
typen) als Endprodukte gefabten Verbindungen der Dien-Synthese 
durch ,,Stabilmerung** der in diesen F&Uen nicht fabbaren — normal 
gebauten — Prim^addukte unter Wasserstoff-verschiebung und Spattung 
des labilen Ringgefdges entstehen: 
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Es mag dahingestellt bleiben, ob diese Anschauung, die bisher nicht 
exakt gepriift worden ist, zutrifft oder nicht. Jedenfalls lassen sich die 
Pyrrole unter den auf den anderen Gebieten bewahrten Bedingungen 
und Erscheinungen ,,echter“ Dien-S>aithesen mit grolier Leichtigkeit 
in Verbindungen uberfiihren, die wegen ihrcr Beziehung zu wichtigen 
Naturstoffen Interesse verdienen. 

Aus der groBen Zahl derartiger Verbindungen seien nur einige Beispiele 
herausgegriffen: 

x-MethyUpyrrol-oi'-hernsieinsdure, die nach folgendem Schema ent- 
steht: 

H-tH Hr-H 

H,cJ JIh + HC--CH - ^ H3cJ[ >-CH-CH, 

II I I 

NH ' • NH 

HOOC COOH HOOC COOH 

at-Methyl-pyrrol-rtj'-benisteinsaure. 


und wegen ihrer Beziehung zum natiirlichen Uroporphyrin [Fischer und 
Orth {26)] Interesse bietet. Ganz allgemein hat sich herausgestellt, 

CH,-~COOH 



dafl methyl-substituierte Pyrrolderivate mit den Resten der Essig-, 
Propion- und Bemsteinsaure als Seitenketten, die die Bausteine so 
mancher Naturprodukte bilden, aus methylierten Pyrrolen aller Art 
durch Dien-Synthese mit der groBten Leichtigkeit sich gewinnen lassen, 
wie aus der umfangreichen Literatur hervorgeht ( 2 y), 
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Weiter hat sich gezeigt, dafi auch die Ester der Acetylen-dicarbonsdure, 
die sich auf dem gesamten groBen Gebiet der Dien-S3aithesen als „phiIo* 
diene Komponenten'* bewahrt haben, mit den Pyrrolen glatt nach dem 
Prinzip der substituierenden Addition reagieren, z. B. oc-Methyl-pyrrol 
mit Acetylen-dicarbonsdure-dimethylester folgendermaBen: 


Tt 


H*c nh cook COOI 

«’Methyl-pyrrol. Acetylen-dicarbcm- 
saure-diester. 


H,C HN COOK CXHDR 


H,C NH ' \ 

* COOR COOR 

(II). a-Methyl-pyrroi-ft'-bemsteins&ure-ester. 


Natiirlich iSlBt sich das Reaktionsprodukt (I) durch Hydrierung glatt 
in ^x-Methyl-pyrrol-a'-bemsteinsa.ure-ester (II) iiberfiihren. 

Bei alien derartigen Synthesen in der Pjrrolreihe wird die ,,philodiene 
Komponente“ in A-Stellung verankert, falls diese frei ist; ist sie besetzt, 
in /S-Stellung. Zum Beispiel bildet sich aus 2,4-E)imethyl-5“Carbathoxy- 
pyrrol und Acetylen-dicarbonsaure unter »,substituierender Addition" 
ein Addukt, das bei der Hydrierung in 2,4-Dime thy l-5-carbathoxy-3- 
bemsteinsaure tibergeht [Fischer, Hartmann und Riedl(2^)]: 



Der Verlauf der „Dien-Synthese" zwischen den alkylierten Pyrrolen und 
philodienen Komponenten ist zwar noch nicht systematisch studiert 
worden, immerhin hat sich aber als gewiB herausgestellt, daB er von 
Zahl und Stellung der Alkylreste am P3nTolkem und auch von den son- 
stigen Reaktionsbedingungen wesentlich abhangt. 
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So vermogen Acetylen-dicarbonsaurc, hzw. ihrc Ester init Pyrrolen 
nicht bloO im Verhaltnis 1:1, sondern auch i : 2 oder 2: i zu reagieren, 
wobei es sich keineswegs urn die Bildung von Molekiilverbindungen, 
sondern um festgefugte Addukte handelt, dcren Struktur einwandfrei 
aufgeklart werden konnte. Zum Beispiel besitzt das aus 2,4-I)imethyl- 
pyrrol und Acetylen-dicarbonsaureester im Verhaltnis 2: i gebildetc 
Addukt (29) die Struktur eines l)t-carhomcthoxy-di-(2,4-dimethyl-JpyrryI- 
dthans : 

Hfi—C'H 3 H3C-1- 

J J-CH—- 

NH • ' NH 

COOCHj H3COOC 

Di-carl)oniethoxy-di-(2,4-dinietbyl-;pyrTyl-athan. 

Es ist also durch die Verankerung zweier Pyrrolkerne durch eine 
Kohlenstoff-,,Zweierkette‘' ausgezeichnet, die freilich an Bedeutung 
dem in der Natur so weitverbreiteten Typus des Di^pyrryl-methans 
erheblich nachstehen diirfte. 

4. Dien-Synthesen in der Lupinan-Reihe. 

Ein im hochsten MaB eigenartiger und fiir die cyclischen Basen 
Pyridin, \-Picolin, Chinolin, Isochinolin u. a. charakteristischer Verlauf 
der Dien-Synthese findet mit Acetylen-dicarbonsdureester statt. Er be- 
steht darin, daB sich — unter sehr energischer Reaktion — Addukte 
aus den genannten Verbindungen bilden, die sdmtlich die Komponenten 
im Verhaltnis von 1 Mol. Base zu 2 Molekiilen Acetylenester enthalten (jo). 

Diese Reaktion, die besonders eingehend am Pyridin studiert worden 
ist, bietet nicht bloB wegen der Art ihres Verlaufs ein allgemeineres Inter- 
esse, sondern sie paBt deshalb in den Rahmen der vorliegenden Abhandlung 
hinein, weil sie uns in die Reihe des Nor-lupinans fiihrt, deren bemerkens- 
wertester Vertreter das in den Lupinen (Lupinus luteus und L. niger) 
enthaltene Alkaloid Lupinin ist. Man hat ihm auf Grund eingehender 
Untersuchungen (31) die nachstehende Struktur beigelegt: 



Lupinin. Nor-luptnan. 


die die einfache Beziehung zum Nor-lupinan deutlich zum Ausdruck bringt. 

Als Abkdmmling des dem letzteren zugrunde liegenden Ringsystems, 
des t»Chinolizin$*\ namlich als dessen Tetracarbonsaureester, ist das 
Addukt aus P5nidin und Acetylen-dicarbonsaureester aufzufassen: 

Portschritte d. Chetn. org. Natunt. HI. « 
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COOCH, 


..hI 

Y ^-COOCH, 


L i !-COOCH, 

Chin.)lizin. 

COOCH, 

Chinulizin-tetracarbonsiki irecster. 


AnfSLnglich wurde seine Bildung so interpretiert, daB das Pyridin — 
unter „Verschiebung eincs ^-standigen H-Atoms“, also dutch „sub- 
stituierende Addition", — zunachst i Molekiil Acetylenester in oic-Stel' 
lung zum N'Atom verankert: 

C—COOCHs 



11 C— COOCHj 

> C—COOCHj j c—COOCH 

Pyridin + Acetylen-dicarbonsaureestcr. 


a 


und dafi dann in der zweiten Phase der Keaktion ein weiteres Molekiil 
Acetylenester unter Ablauf einer normalen Dien-Synthese und unter 
Bildung von Chinolizin-tetracarbonsaureester angelagert wird. 


COOCH, 


/\/ ^C—COOCH, 
H * 

[•n C—COOCH, 

/// 
c 

i 

COOCH, 




COOCH, 




! 


L 




COOCH, 

H 

COOCH, 


COOCH, 


Chitioliam-tetracarbonsiiureester. 


Auf Grund umfassender Untersuchungen, deren Ergebnisse und Schliisse 

— zumal nach den damit vollig hbereinstimmenden Erfahrungen beim 
Chinolin, Isochinolin, Chinaldin, <x-Picolin u. a. — gesichert erscheinen, 
muBte indessen nach einer anderen Deutung des zur Bildung des Chino- 
Kzin-tetracarhonsaureesters fiihrenden Reaktionsverlaufes gesucht werden. 
Vor allem deswegen, weil sich gezeigt hatte, da 3 bei vorsichtigem Arbeiten 

— unter sorgfaitigem AusschluB auch kleiner Mengen von Sduren — nicht 
bloB beim P}rridin, sondem auch bei den anderen genannten Basen zun&chst 
^labile**, aber nichtsdestoweniger sehr charakteristiscHe Addukte gleicher 
Zusammensetzung entstehen, die sich unter der Wirkung von SSluren, dutch 
ErwSLrmen, aber auch unter anderen Bedingimgen „stabilisieren", d. h. iYi 
die bereits erW^nten Chinolizin-tetracarbansdureester tiberfiihren lassen. 

Auf Grund dieser allgemein gemachten Beobachtung und eines ein- 
gehenden, vergleichenden Studiums dieser „labilen“ und „stabilen“ 
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Addukte hat sich schliefilich die Anschauung herausgebildet, daB sich 
unter der Wirkung des Pyridins imd der anderen Basen zwei MokkUle 
Acetylen-dicarbons&ureester zu einer ungesMigUn Kette zusammenschliefien, 
die dann zundchst nut einseitig am Stickstoff fixiert mrd {32 ): 

C^C C=C C=C-C=C 

i I -f I I II II 


ROCX: COOR ROOC COOR 


ROOC COOR ROOC COOR 


C—COOR 


C—COOR 


C—COOR 
I jjN+ C—COOR 

c 


Die ,,labilen'' Primar-addukte sind demnach als „total arganisch sub- 
stituierie Ammoniumverbindungen mU einem ionogen gebundenen Sub- 
stituenten aufzufassen**. 

Bei ihrem Dbergang in die „stabilen** Chinolizin-tetracarbonsaureester 
findet — unter Aufhebung der —N=C-Doppelbindung des Pyridinkeras — 
die Verkniipfiing des anderen Endes der unges&ttigten Kette in (X-Stellung 
zum N-Atom statt: 

COOR 


C—COOR 

I 

c 


In summa l^uft also die Reaktion zwischen Pyridin (bzw. den anderen 
Basen) und Acetylen-dicarbons2lureester darauf hinaus, daB es als „philo- 
diene Komponente** an die unges^ttigte Kette, die auBerdem den 
Charakter eines Diens besitzt, angelagert wird: 

COOR 

I COOR 


C—COOR 

I 

C~-COOR 

c 

I 

COOR 


COOR 




!—COOR 
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Man durfte erwarten, dutch Verseifung des als Reaktionsprodukt ent- 
stehenden Chinolizin-tetracarhonsdureesters zu einer Tetracarbonsdure, 
von dieser dutch Decatboxylietung zum Chinolizin und dutch dessen 
Hydrietung schlieBlich zum Nor 4 upinan zu gelangen: 

COOR 


Ji 


' 

Y COOR 




J—COOJ< 


Verseifung 

Decarbc^xylierung 


COOR 

Chinolizin* 

tettacarbonsaureester. 





Hydrierung 


Chiuoli/.in. 


"f 


H,hH, 




/\ 

/nN- 


H, H. 

Nor-Ii:j)i*ian. 


Es zeigte sich indessen, daB es bei diesen Abwandlungsteaktionen zu einer 
Ring-verengerung kommt, die teils unter Verlust von i C~Atom zum 
„Indolizin'‘, teils unter Erhaltung dieses C-Atoms zum i-Methyl-indolizin 
fuhrt (33 ): 





1 ^ 



\ I 
InM. 

.!i i’l. 

\ 


ri 


Chiooiistn. 



Y 

CH, 


i-Mcthyl-incioIizin. 


So kommt es, daB bei der Hydrierung des Abwandlungsprodukts des 
Chinolizin-tetracarbonsaureesters nicht Nor-lupinan, sondem ein Gemisch 
der ihm SuBerst ^hnlichen Basen Octahydro-indolizin und Octahydro-i’ 
methyUindolizin gewonnen wird: 


H, 

Ht 


Vf-H. 


H ' Ih 


H CH, 

OctahydrM indotizin. 

Octahydro*! -tnethyl'indolisin. 


Die Struktur dieser Basen konnte dutch den Verlauf ihrer Spaltung 
einwandfrei ermittelt werden. Dabei entsteht aus Octahydro-indolizin 
dyUConiin, aus dem Methylderivat ein Gemisch, das als Hauptprodukt 
das zu erwartende (x-n-Buiyl-piperidin, in geringerer Menge «-n- 
Butyl-a'-methyl-pyrrolidin enthSllt: 
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Octahydro-inclolixin. i/,/-Coniin. 



%-n-Biityl-«'>metbyl-pyriolidin. 


IIL Die Dien-Synthese als Hilfsmittel zur Erforschung 
von Naturprodukten. 

Fiir die Erkenntnis und ErschlieBung dcr in der Natur vorkummenden, 
haufig sehr komplizicrt gebauten Stoffe ist es nicht bloB von Interesse, die 
von der Natur zu ihrer Bildung eingeschlagenen Wege sowie die uns fiir 
diesen Zweck zur Verfiigung stchenden Methoden kennenzulernen. 
Ebenso wichtig erscheint vielmehr die Fragc, auf wclche Weise cs gelingt, 
den fiir das Wesen eines Naturstoffs charakteristischen Bau des Molekiils 
in alien seinen Teilen zu erkennen und cinwandfrci nachzuweisen. Be* 
kanntlich steht der organisch-chemischen Forschung zur Losung dieser 
Aufgabe cin ungcheuer reichhaltiges methodisches Material zur Ver- 
fiigung, das sich von Jahr zu Jahr um wertvollc Bcitrage vcrniehrt. 

Es lieB sich voraussehen, daB auch die Dien-Synthese, die in ihrem 
typischen Vcrlauf auf der Adduktbildung zwischen Dienen und philo- 
dienen Komponenten — unter Bildung hydroaromatischer Sechsringc — 
beruht, der Erforschung von Naturstoffen dienen wtirde, da diese nicht 
selten ein oder mehrere „Systemc konjugierter Doppelverbindungen*' als 
besonders wichtige Gruppeh in ihrem Molekiil enthalten. 

Nun gab es zwar schon vor der Entdeckung der Dien-Synthese ex- 
perimentelle Hilfsmittel, die fiir den „Nachweis“ solcher konjugierter 



22 


O. IhxLs 


S5rsteme eine Rolle spielen, wie z. B. die Erfahrungen bei der Hydrierung, 
femer die bel Refraktionsbestimmungen beobachteten ,,ExaUationen** 
und endlich die Feststelltingen bei der ..sekktiven Absorption” (34). 
Allein bei der Auswertung der nach diesen Methoden gewonnenen Befunde 
war immerhin Vorsicht geboten, da zahlreiche Ausnahmen auftraten, 
so daB die Entscheidung nicht immer einwandfrei war. 

Dagegen sind die durch LHen-Synthese erhaltenen Ergebnisse — sofem 
es sich um den Nachweis ,,konjugierter Doppelbindungen'' handelt — 
wesentlich zuverlSLssiger. Denn wenn man von den F^en absieht, wo 
sich diese auf zwei kondensierte Ringsysteme (33) verteilen, fiihrt die Ad- 
duktbildung mit dem besonders reaktionsf^igen Maleinsdure-anhydrid 
glatt und einwandfrei zu einem sicheren Ergebnis. 

Es wiirde zu weit fiihren, alle Falle aufzuz^len, bei denen man sich 
innerhalb der letzten 10—12 Jahre dieses neuen Forschungsprinzips mit 
Erfolg bedient hat. Ich beschranke mich daher darauf, an einigen be¬ 
sonders interessanten Beispielen seine Vberlegenheit fiber die alteren 
Methoden zu zeigen. 

Die chemische Erforschung des MuscarufinSy des Farbstoffs des Fliegen- 
pilzes [K5gl und Erxleben (56)], die mit auBerordentlich geringen Sub- 
stanzmengen durchgeffihrt wurde, ffihrte zu der Vorstellung, dafl es eine 
Seitenkette mit einem eingelagerten System „konjugierter Doppel- 
bindungen'" enthalt. Sie lieB sich — trotz der minimalen, zur Verffigimg 
stehenden Substanzmenge — dadurch beweisen, daB die Triaretylver- 
bindung des Leuko-muscarufins mit Maleinsdure-anhydrid glatt das zu 
erwartende Addukt bildet: 



H 

COOH 


CO CO 

\/ 

Addukt. O 

Die Oberlegenheit des neuen FOTSchungsinstnunents lieS sidi dann welter 
an der Ldchtigkeit der Strukturaufklftrung des »-PheUandrms ermessen 
[Diels und Alder; Alder und Stein (J7)], die besonders in die Augen 
fallt, wenn man die mtihsamen und eingehenden Untersuchungen frdherer 
Forscher {38) damit vergleicht. Das Prinzip des neuen Verfahrens besteht 
in lolgendem: «-Phellandren und (X-Naphtodiinon treten unto* ty|Hsdier 
Dien-Syntbese zu einem Addukt zusammen, das sidi durch Luft in al- 
kalischer Ldsung unter Austiitt der beiden d-'Wasserstofiatome zum 
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Chinan (I) dehydrieren lal 3 t. Wird dieses erliitzt, so zcrfallt cs vollig glatt 
in ft-Methyl-anthrachinon und in IsopropyCdthylen, wodurch die Struktur 
dcs Phellandrcns und die normale Verankcrung mit <ic-Naphtt)chinon 
erwicsen ist: 



o o 

(I) /9‘Mcthylaiilhra(‘hiuon. Isopropyl-Mbylen. 


Interessanter noch erscheint die Kolle, die die Dien-Synthese auf dem 
Gebiete gewisser Sterine und Vitamine nicht bloB wie beim Muscarufin 
in diagnostischer, sondem auch in prdparativer Hinsicht gespielt hat. 
Sie tritt besonders iiberzeugend bei der Gewinnung des reinen Vitamin 
aus Efgosterin zutage. DaB von den drei Doppelbindungen dieses Sterins 
sich zwei in „konjugierter Stellung** zueinander befinden, hatte man zwar 
schon vorher angenommen. Aber die Tatsache, daB es mit Maleinsdure- 
anhydrid glatt ein Addukt bildet [Windaus und Luttringhaus (jp)], 
war nicht bloB als willkommene Bestatigung dieser Annahme zu werten, 
sondem man durfte daraus unbedenkiich den wichtigen SchluB ziehen, daB 
sich im Ergosterin das konjugierte System in einem Ringe befindet, wie dies 
in der heutigen, sicher bewiesenen Strukturformel zum Ausdnick kommt: 


CH. CHj 

I I /CH3 

wr_rw rw_rw_m/ 



Ergofterin. 


Ebenso lieBen sich die unter der Wirkung chemischer Agentien oder bei 
der Bestrahlung des Ergosteiins auftretenden Umlagerungsprodukte 
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durch das ,,Dien-Reagens*' Maleinsaure-anhydrid auf das Vorhandensein 
bzw. Fehlen des ,,konjugierten Systems" priifen und — was noch wichtiger 
ist — von den Verbindungen trennen, bei denen die Adduktbildung mit 
dem „Dien-Reagens" behindert oder iiberhaupt nicht mbglich ist. Be- 
kanntlich bieten die sich bei der Bestrahliing des Ergosterins abspieienden 
VorgSnge ein kompliziertes Bild und die dabei der Reihe nach auf- 
tauchenden Produkte [Windaus, v. Werder und Luttringhaus (40 )]: 

Ergosterin Lumisterin Tachysterin Vitamin D Suprasterine 

boten zun^chst fiir eine Trennung und damit auch fiir die Reindarstellung 
des Vitamin D grofie Schwierigkeiten. Sie lieBen sich dadurch iiberwinden» 
daB bei den genannten Stoffen die Neigung zum Eingehen von „Dien- 
S5mthesen" recht verschieden ist, so daB dutch eine Art von ^fraktio- 
nierter Dien-Synthese*' eine Trennung moglich wurde. 

Man machte sich dabei das beim Studium der Dien-Synthese all- 
gemein beobachtete PhlUiomen zunutze, daB von den drei, als „philodiene 
Komponenten" h&ufig benutzten Anhydriden: 


HC-CO 

I > 

HC—CO 

Maleinsaureoanhydrid. 


H,C—C—CO 



HC—CO 

Citrakonsaureanh^'drid. 


H 3 C—C—CO 

I > 

H,C—C—CO 

Pyrocinchonsatire-anhydrid. 


das Maleinsaure-anhydrid am energischesten, das in der Reihe als letztes 
died aufgefuhrte Pyrocinchonsaure-anhydrid am schwdchsten reagiert. 

Entsprechend seiner Stellung in der angefiihrten Reihe erweist sich 
das jCitrakonsdure-anhydrid, was die Leichtigkeit der Adduktbildung 
mit Dienen betrifft, von mittlerer Reaktionsf^igkeit. Hierdurch bot 
sich die Moglichkeit, aus dem rohen Bestrahlungsgemisch des Ergosterins 
das besonders „wirksame" Dien Tachysterin durch seine glatte Addukt¬ 
bildung mit Citrakonsaure-anhydrid zu entfemen und auf diese Weise 
zum Vitamin D in kristallinischer Form zu gelangen [Windaus, Linsert, 
LBttringhaus und Weidlich (41)]. Mit dem st&rker wirkenden Malein¬ 
saure-anhydrid vermag dieses ebenfalls zu reagieren. Auch an der 
Struktur-aufklirung des reinen Vitamin D, (Calciferol): 


H 


HO 





CH 


ViUinio Dg. 
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hat die Dien-Synthese Anteil. Denn aus dem daraus mit Maleinsdure- 
anhydrid entstehenden Addukt konnte durch Dehydrierung mit Platin 
fi-Naphioesdure gewonnen werden: 


HO 


CH, 



COOH 

K/\^ 


/9-Napbtoe«aure. 


Der Erforschung ungesdUigter FeUe und Ole und insbesondere ihrer 
analytischen Untersuchung hat die „Dien-Synthese** insofem gedient 
[Kaufmann und Baltes (-^)], als sich der Gehalt dieser Stoffe an „kon- 
jugierten Doppelbindungen“ durch. Behandlung mit standardisierten 
Lbsungen reinsten MaleinsSlure-anhydrids in Aceton bequem ermitteln 
laBt. Ftir P’Eldostearin und auch fiir praktisch so wichtige Natur- 
produkte wie Holz- und Leindl laBt sich auf diese Weise ihre „Dien-Zahl*‘ 
bestimmen. 

Auch beim „Verkochen‘* des Holz- und Leinols zum „LeindlstanddV\ 
„das nach wie vor trotz aller Erfolge der modemen Kunstharze und 
Cellulosederivate einer der wichtigsten, wenn nicht gar die wichtigste 
Operation bei der Herstellung von Ollacken und Olfarben-bindemitteln 
ist“ (43), scheint es isich nach modemen Vorstellungen im wesentlichen 
um den Ablaut von „Dien-S5mthesen“ zu handeln. Dabei diirfte sich 
derselbe Vorgang abspielen, der bei der Polymerisation des Cyclopenta- 
diens zum Di-cyclopentadien, des Isoprens zum Dipenten, des Myrcens 
zum Di-myrcen und in vielen analogen Fallen die entscheidende Rolle 
spielt: der Eintritt von Dien-Synthesen, der dadurch bedingt ist, daB 
von 2 Molekiilen des Diens sich das eine als „Dien‘', das andere dagegen 
als ,,philodiene Komponente'* betatigt, mit dem Endergebnis der Bildung 
von Systemen des Tetrahydro-benzols. 

the Polymerisationsvorgange, die z, B. beim „Verko<?hen“ des Holz- 
61 s stattfinden, sind nach dieser Auffassung auf das Verhalten der — als 
Glycerid — daiin in reichlicher Menge enthaltenen Eldostearinsdure 
zuriickzufiihren. Es ist nicht verwunderlich, daB in diesem Fall, wo sich 
die Dien-Synthese in der Hitze abspielt, die Adduktbildimg zwischen 
verschiedenen Doppelbindungen und auch sterisch in verschiedener Art 
verlauft, wie man schon aus den beiden folgenden Foimelbildem ersehen 
kann, die nur eine dieser Isomehemoglichkeiten zum Ausdruck bringen: 





26 


O. Dibls 


CH3 (CH,)3 CH=^CH -CH -CH -CH==('H (CH,); ~cooh 
CH,—(CH,)3-HC; " \h CH CH (CH,), COOH 

HC —CH 


CHa -CCHjjj -CH-rCH -CH CH-CH-CH COOH 

HOOC (CH,),—HC==rHC --HC CH -(CH,)3-CH, 

HC=-^CH 


Zum SchluB darf vielleicht auch darauf hingewiesen werden, daB der 
fiir die Wasserstoff-tibertragung dutch Codehydrasen wichtige Wechsel 
Pyridin Dihydro-pyridin an Modellversuchen insofem scharfer 
prazisiert werden konnte, als es durch die glatte Adduktbildung mit 
Maleinsaure-anhydrid gelang, den Nachweis zu fiihren [Karrer und 
Mitarbeiter; Mumm und Diederichsen (44)], daB die entscheidenden 
2 H-Atome am Stickstoff- und am a-standigen C-Atom angelagert 
sind, daB es sich also um oc-Dikydroverhindungen handelt. Von den 
beiden (a- und y-) Isomeren des N-Methyldihydro-y-phenyl-lutidin- 
dicarbonsaure-esters (I) und (II) vermag nur das erstere — als typi- 
sches heterocyclisches Dien — mit Maleinsaureanhydrid ein Addukt von 
der Struktur (III) zu bilden: 

COOR 



Ausblick, 

Es ist auf den vorstehenden Biattem der Versuch gemacht worden, 
zu zeigen, inwiefem die „Dien-Synthese‘* als neues Forschungspiinzip 
der organischen Chemie imsere Vorstellimgen iiber Bildung, Darstellungs- 
moglichkeiten und Wesen so mancher Naturstoffe nach den verschiedensten 
Richtungen gefdrdert und damit der Erschliefiung und dem Ausbau dieses 
unermeBlichen Gebietes einen Dienst geleistet hat. Aber diese Zusammen' 
stellung kann, wenn sie uns auch, dem Charakter der Dien-S5mthese 
entsprechend, ein ungewdhnlich buntes und wechselvolles Bild bietet, 
nicht entfemt Anspruch auf VoUstandigkeit erheben: Dazu ist bereits 
heute die Fiille des Materials eine allzu groBe! Es ist anzunehmen, daB 
auch in Zukunft an immer weiteren Anwendungen des Prtnzips sidi die 
Unentbehrlichkeit der Dien>S3mthese bei der Bearbeitung von Natur- 
stoffen erweisen wird. 
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Und sollte es — worauf wir hoffen — gelingen, die tieferen Ursachen 
fiir Eintritt und Verlauf der Dien-Synthese — in ihrer echten oder ab- 
gew^ndelten Form als ,,substituierende Addition" — aufzuklaren, so 
wird auch diese Erkenntnis bestimmt der Erforschung der Naturstoffe 
zugute kommen. 
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Biocheinische Hydrieningen. 

Von P. G. Fischer, Wiirzburg. 

1. Einleitung. 

Die meisten synthetischen Vorg^ge des organischen Stoffwechsels 
miissen auBer den Kohlenstoff mit Kohlenstoff verkniipfenden auch 
Reduktionsreaktionen einbegreifen. Das wird schon bei der einfachen 
bilanzmafiigen Betrachtung dieser Vorgange deutlich, selbst wenn man 
von der eindrucksvollsten Reduktionsleistung absieht, von der Assimilation 
der Kohlensaure unter Bildung von Starke, und nur die weiteren Um- 
wandlungen des Zuckers in die anderen Klassen von Naturstoffen in 
Rechnung stellt. 

Greift man aus der Mannigfaltigkeit biologischer Oxydoreduktionen 
jene heraus, die eine Emiedrigung der durchschnittlichen Oxydations- 
stufe des Kohlenstoffes einer organischen Verbindung bewirken, so zeigt 
sich, daB sie auf folgende wenige enz5nnatische Teilvorgange zuriick- 
ge^iihrt werden konnen: 

1. Die Umwandlung von —^OH in ~C—H; sie ist bisher nur 

beobachtet als Folge der Oxydoreduktion innerhalb eines Molekiils, 
wie sie z. B. bei der Umlagerung von Phospho-glycerinsaure in Phospho- 
brenztraubensaure eintritt. Bei dieser Disproportionierung bleibt aller- 
dings die Oxydationsstufe des ganzen Molekiils unverandert; durch die 
Bildung der Brenztraubensaure wird aber eine weitere Reaktion vor- 
bereitet, namlich: 

2. Die Abspaltung von Kohlendioxyd aus einer ^-Ketosaure 
—CO-COOH —CHO + CO,, welche eine Desoxydation des MolekiU- 
restes bedeutet. 

2 u diesen beiden sauerstoff-entziehenden Vorgtogen treten als wasser-* 
stoff-anlagernde Reaktionen, als Hydrierungen im eigentlichen Sinne, hinzu: 

3. Die Reduktion v<m -O zu ^CH—OH, die in einer FlUle von 

Beispielen genauer untersucht und deren Bedeutung ftir die Reaktionen 
des Kohlenhydratabbaues weitgehend geklart ist. 
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4. Die Hvclrierune von C zn ^CH—'CH^, dercn Naehwds bis 

: / \ \ 

h(T aiif bestimmte (irnpjx'n von Athylenverbindiingen bcschrankt ist. 

5. Die Hydrierung von N— zii ^CH—NH—. <lie Ixii der 


l^ildung von Aminosauren aus Ammoniak und den entsirnn henden Kelo- 
sauren vor sich gcht. 

Wciterc Rediiktionsrcaktionen, die bci der Synthese organisehi‘r 
wStoffe mitwirken kdnnten, sind bishcr nicht beobachtet worden. Von 
den umkchrbaren Oxydoreduktionen prosthetisrher (irupptMi von I'er- 
menten, wic der beiden Co-Dehydrasen, der Kihoflavinderivate und an- 
derer chinoidcr Stoffe, kann in dicseni Zusamnienhang abgesehen worden. 

In den folgendcn Ausfiihrungcn wird haiiptsachlirh die Bedeutung 
von den drei zuletzt genannten Keaktionen fiir die naturliche Bildun^ 
und gegenseitige Umwandlung von Naturstoffen dargclegt, wie sie aus 
Untersuchungen dcr letzten Jahre hervorgeht. 

Dabei erscheint die Abhandlung der Carbonylreduktion in eineni 
besonderen Abschnitt als nicht zweekmaBig, da weder eine Bcsprechung 
der betreffenden Oxydoreduktionen des Kohlenhydratabbaues bcab- 
sichtigt ist, noch eine zusammenfassende Darstellung dcr seit iiber 
25 Jahren bekannten „phytochemischen Keduktion*' von Carbonyl- 
verbindungen durch Einwirkung von MikrtK>rganisnien [Obersichten bei 
Oppenheimer (i) sowie Neuberg und (ioRR (2)]. Soweit biochcmische 
Carbonylreduktionen in letzter Zoit bei besonderen Stoffklassen eine 
Untersuchung erfahren haben oder mit der Hydrierung von Athylen- 
verbindungen vergesellschaftet ablaufen, werden sie in den entsprechenden 
Abschnitten erwahnt. 


U. Die Hydrierung der Athylenbindung. 

Obwohl schon das gemeinsame naturliche Vorkommen zahlreicher 
Stoffpaare, die im Verhaltnis von Athylen zu Athan zueinanderstehen, 
wie Citral-Citronellal, Zimtalkohol-Hydrozimtalkohol, deutlich auf die 
Moglichkeit einer enzymatischen Hydrierung der C—C-Doppelbindung 
in Pflanze und Tier hinweist, war bis vor wenigen Jahren Fumarsaure 
der einzige Stoff, dessen Absattigung unter der Einwirkung eines Ferments 
bekannt war. 

Die biochemische Hydrierung von Athylenvexbindungen als all- 
gemeinere Reaktion ist (1934) bei der Einwirkung von garender Hefe 
auf unges^ttigte a-KetosSure entdeckt worden [Fischer und Wiede¬ 
mann (3)]. AuBer der erwarteten Decarboxyliening und Reduktion des 
dadurch entstehenden Aldehyds zum Olefinalkohol wurde damals auch 
die Bildung des entsprechend ges&ttigten Alkohols nachgewiesen. Die 
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Beohachtung (Irr zymochcmischcn Anyi^rcijbarkcit dcr Mhylcnhindtmg licii 
sit'll alsixild aiich aiil ungesattigte Aldchydi'. Ketone iind j>rimare Alkoliole 
erwoitern iind diin li Verwendung von Ju'nnentidsungen naher untcr- 
suehen. Es konnte weiterliin naehgewiesen werdt'ii, dalJ auch Bakterien 
zu derartigen Wasserstoff-anlagerungen faliig sind und dali auch ini 
iierischen Organismus die Absattigiing bestirninter Athylcnkdqxjr statt- 
findot. 

A. Hydrierungen durch Hefe und Bakterien. 

Zur Durchfiihrung dtT Hydrierungen durch (iiirung wird dcr Stoff, 
fiir dessen feine Vertcilung gesorgl werden muB. mit einer Aufschlaminung 
von Hcfc in cincr zuckcrhaltigen Ltisung geriihrt odor in einc Bakterien- 
kultiir gcbracht. Es ware zu erwarten gewesen, daU Stoffc, die in WiLsser 
nahezu unldslich sind oder die Hefegarung stark hemmen, auch nicht 
hvdriert werden. Doch zeigt sich in vielen I^'allen, dali die Wasserstoff- 
anlagerung auch bei ausgcsprochcn lipoidldslichen Stoffen stattfinden 
kann, und auch wenn tier (iesanitablauf der Garung bis zur Kohlcn- 
dioxydentwicklung gehenimt ist. Es geniigt eben, wenn hestimmte 
Oxydoreduktionen des Kohlenhydratabbaues noch vor sich gehen (siehe 
s. 73). 

Da die im folgcnden erwahnten Garversuche unter vergleichbaren 
Bedingungen durchgefiihrt wurden, lassen sich Aussagen machen iiber 
die relative Geschwindigkeit der Hydrierungen bei verschiedenen Stoffen ; 
diese Geschwindigkeit kann sehr verschieden und in charakteristischer 
Weise iticht nur von ihren physikalischen Eigenschaften, sondem auch 
von ihrer Konstitution abhangig sein. 

I, Primdre Alkohole, 

Die Hydrierung (X,j^-ungesattigter primarer Alkohole durch garende 
Hefe [Fischer und Wiedemann (j) J verlauft bei den niederen, noch 
hinreichend wasserloslichen Vertretern vergleichsweise schnell; schon im 
Laufe eines Tages kann Crotylalkohol (la), der in iproz. Losung sich in 
einem stark g^renden Ansatz befindet (mit etwa 3% Trockengewicht 
Bierhefe), zur Halftc zu ButylalkohoH}\>) hydriert werden. 

2H+ -}- 2e 

R • CH CH • CHjOH R ^ CH, • CH, • CH,OH 

Die Absattigung von Zimtalkohol (II a) zu HydrozimUdkohol (IIb), die 
zweekmaBig in etwas verdiinnteren Losungen durchgefiihrt wird, hemmt 
die Kohlendioxydentwicklung merklich, geht aber nahezu ebenso schnell 
vor sich. 

Etwa doppelt so lange Garzeiten erfordert die Hydrierung von Tiglin- 
cdkohol zu einem linksdrehenden iso-Amylalkohol {lllh). Die 

Methylverzweigung an der Athylenbindung verlangsamt also ihre 
Absattigimg. 
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CHa • CH, • CH • CH^OH CH3 • C = CH • CH * • CH, • CH • CH, • CH,OH 

CH3 CH3 CH3 

(111 b). iso'Amylaikohol. (IV b). Citronellol. 

CH3 CH = CH-CH ^CH CHO CH3 CH = CH CH *= CH-CH = CH CHO 

(V). Sorbinaldehyd. (VI). Octatrienal. 

CHj• CH = CH • CH CH• CH,OH CH,-CH = CH • CH = CH• CH = CH• CH,OH 

(V a). Sorbinalkohol. (VI a). Octatcienol. 

CH3 • CH -- CH • CI {3 • CHj • CH2OH CH3 • CH -= CH • CH = CH • CH, • CH, • CH,OH 

(V b). Hexenol. (VI b). Octadienol. 

CH, = CHCH,CH,OH 

(VII) Allylcarbinol. 

2. Aldehyde, 

Die Wasserstoffanlagerung an die Carbonylgruppe a,)S-ungesattigter 
Aldehyde erfolgt schneller als die an ihre Athylenbindung [Fischer und 
Wiedemann (j)], jedenfalls bei Verwendung lebender, garender Hefe. 
Unterbricht man die Garung vor dem vollkommenen Verschwinden des 
Olefinaldehyds, dann laSt sich als Reaktionsprodukt neben kleinen Mengen 
des gesattigten Alkohols hauptsachlich der ungesattigte Alkohol isolieren, 
jedoch nicht der gesattigte Aldehyd. 

Es ist also anzunehmen, daB die ungesattigten Aldehyde in der Haupt- 
menge erst nach Umwandlung in die Alkohole eine Hydrierung der 
Athylenbindung erfahren: 

ja 2 H+ -j- 2 e 2 H+ + 2 e 

ftCH = CHCHO--—►RCH^CH'CHjOH- ^ ► 

-► RCHjCHgCHjOH 

Daneben miissen aber, besonders bei den niederen Gliedern, auch 
andere Reaktionen einhergehen, die in viel hoherem MaB als bei den 
entsprechenden Alkoholen zu einer Schmaierung der Ausbeute an ge¬ 
sattigten Produkten fiihren. 

Crotonaldehyd (I) liefert in ztagigen Garungen ausschlieBlich Bidyl- 
alkohol {Lh), aber nur zu 20%; bei ktirzeren Versuchen entstehen Ge- 
mische aus viel Crotylalkohol {Is) und wenig ButylalkohoL Gleichartig 
vefhalt sich Tiglinaldehyd (III), aus dem schlieBlich linksdrehender iso- 
AmyMkohol (Illb) gebildet wird. 

Die schlechten Ertrage an den S. 41 naher besprochenen, teilweise 
hydrierten Alkoholen (Vb) und (VI b) aus Sorbinaldehyd (V) und OcUi- 
trienal (VI) machen es wahrscheinlich, daB auch diese mehrfach unge- 
sattigten Aldehyde Nebenreaktionen unter Bildung nichtfliichtiger 
Stoffe eingehen. 

Nach Reichel und Schmid {14) sollen Crotonaldehyd, Sorbin¬ 
aldehyd und Octatrienal als Ausgangsstoffe zur Fettbildung fiir den Hefe- 
pilz Endomyces vernalis dienen kdnnen. 





Biochemische Hydrierungen 


35 


Der aus Zimtaldehyd (II) entstehende Hydrozimtalkohol (IIb) findet 
sich, wie in den G^ransatzen mit Zimtalkohol, zum Teil als Ester gebunden 
vor. Alls CUrdl (IV) entsteht iiber Geraniol (IV a) bci langeren Garzeiten, 
wie zu erwarten, Citronellol (IV b). Eine CANNizzAROsche Disproportio- 
nierung der ungesattigten Aldehyde erfolgt nicht, jedenfalls nicht in 
groBeren Prozentsatzen; denn die entsprechenden Sauren entstehen 
nicht, wenn man die Garversuche unter AbschluB von Sauerstoff durch- 
fiihrt. 

j. Ketone, 

Auch bei den a,/ 3 “Ungesattigten Ketonen [Fischer und Wiedemann 
(^)] gehen die Reduktion des Carbonyls und die der Athylenbildung als 
offenbar unabhangige Reaktionen nebeneinander vor sich. Doch sind 
die Geschwindigkeiten beider Wasserstoff-anlagerungen durchweg viel 
geringer als bei den Olefinaldehyden. Auch ist das Verhaltnis dieser 
Geschwindigkeiten in den gepriiften Beispielen sehr stark zuungunsten 
der Carbonylreduktionen verschoben; dadurch erhalten die Umsetzungen 
der Ketone ihr besonderes Geprage. 

Betrachtet man zunachst nur die Geschwindigkeiten der Absattigung 
der Athylenbindung, so lassen sich gerade mit Vertretem dieser Korper- 
klasse besonders starke Unterschiede feststellen, die keinesfalls aUein 
auf ihre verschiedenen Ldslichkeitsverhaltnisse und auf die damit zu- 
sammenhangende, wechselnde Schadigung der Hefezellen zuruckgefiihrt 
werden konnen. 

Am schnellsten noch erfolgt die Absattigung bei Ketonen, deren 
Athylenbindung, konjugiert zum Carbonyl, zwischen sekundaren Kohlen- 
stoffen liegt. 

Benzal-aceton (VIII) laBt sich in 5—lotagigen Versuchen nahezu 
vollstandig hydrieren. Noch besser ist infolge seiner groBeren Wasser- 
loslichkeit Furfuryliden-aceton (IX) hydrierbar. Auch hoher-imgesattigte 
Furanderivate, wie Furfuryliden-crotyliden-aceton, schadigen die Hefe 
wenig und addieren leicht Wasserstoff. 


CeH J • CH == CH • CO • CH, 
(VllI). Benxal aceton. 

• CH, • CH j • CO • CH3 
(Villa). Benzyl-acetoa. 

CeHs • CH, • CH, • CHOH • CHj 

(VIII b). MethyI-^~phrnylathylcarbinol. 

C*H,CH = CHCHOHCHj 

(Vlll c). MethyI-sl5rrylcarbmol. 


HC-CH 

il ii 

HC C-CH=rCH*COCHa 

O (IX). Furfuryliden-aceton. 

ciHjO • CH, • CH, • CO • CH3 
(IX a) 

C.HaO • CH, • CH, • CHOH • CH, 

(IX b) 


Vexgkichsweise recht rasch erfolgt die Wasserstoff-anlagenmg auch 
an das zweifach-ungesattigte Crotyliden-aceton (X), lind zwar bis zur 
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AI)satti|'UHg cinor l)()j)|Krll)in(Iun{4. 
u!il<')slu*lu‘n and dir* Hrfo stark 
gcliagt niit drm iU>li( Ikmi (jiiransatz 
30^*4. Die Wasserstoffaddition mar 
Dop|)clbindung halt (siche S. 41). 

( K., CH CH CH CH CO CH,, 

(X). Crotyliden aceton. 

ClLyCH CHCH,CH,COCH;» 

(Xa) 

CHyCH - CH CHj CHj CHOH CHa 
(Xb) 


Sugar lK‘i diia. in Wasser vdllig 
sehadigencU*!! ('innamd accUm (XI) 
in 4 Tagen c*inc Ilydriening zu etwa 
ht aueh hicT nacii Anfhebung einer 

( K CH ( II (:ii ( () ('n., 

(XI). (innamal acctoii. 

(XI a) 

CeH^ • CM (' H • CH, • CH, • C‘. H< )H • Cl I3 

(XI b) 


Bedeutend lahgsamer and daher unter den iiblichen Versuclisbi'- 
dingungcn nur zu einem sehr gcringcn Bruchtcil lassen sich Ketone al)- 
sattigcn, in denen die Athylcnbindung cinerseits von einem tcrtiarcn 
Kohlenstoff ausgcht; liierbei schcint es gleichgiiltig zu sein, ob sie in einer 
aliphatischen Kette oder in einem hydroaromatischcn King liegt. Mesityl- 
oxyd (XII) z. B. lagert auBcrordentlich langsam Wasserstoff an, obwohl 
es die Garung dcr Hefe kaum hemmt; auch nach lotiigigen Giirnngen 
waren hochstens 10% der wiedergewonnenen Anteile gesiittigt. Allerdings 
miissen bei dicsom Stuff auch andcro, noch unbekannte Reaktiunen ein- 
treten, die ihn gnilih'ntoils zum Verschwinden l)ring(‘n, vielleiclit untt'r 
Aufnahme in die Zellb(\standteile der Hefe, ahnlicli wi(‘ Ihm d(‘n niederen 
aliphaft.schen ungesattigten Aldehyden und Alkuhuk’ii. 

Doch sind auch cyclische Ketone mit I)opj)eII)indung an einc^m tc'r- 
tiiiren Kohlenstoff, die von der Hefe nicht ini geringsien verliraucht 
werden, schwer hydrierbar. 

Methyl-cyclohexenon (XIII) ist ikh Ii einw»>chigi‘r (iarung nur zu 
einem Viertel di'S Ansatzi's h\’dri(Tt. Bei Pnle^^on (XIV) und Carvou 
(XV), die auf (irund ihres natiirliclien Vurkomniens besonders inter- 
essierten und daher inehrfach untersucht wiirden, iilierschreitet die Ab- 
sattigung auch nach mehrtagigen (iiirungen seit(*n wenige IVozente. 
Auch bei ihnen kann die Langsamkeit diT enzymatis(‘hen Wasserstoff- 
addition sichcr nicht allein auf ihre Schwerldsliclikeit in Wasser und auf 
die Hemmung der (iarung zunickgefiihrt werden; das geht .schon au> 
dem Verglcich mit dem Iidhcrmolekulanm, festi'U und daher schlei hter 
vcrteilten Cinnanud-aceton (XI) hervor. das trotzdem .sdineller iiydricTi 
wild. Ks mul 3 die Verzweigung an dem einen dop|X*It gei>undenen 
Kohlenstoff sein, welclie die Athylen-alisattigung ers(‘hw(‘rt; lH*i d(‘n 
ungesiittigten Aldehyden wirkt ja die Auwesenheit eines tertiaren 
C-Atoms an der Doptx'lhindung ebenfalls hemmend, w<*nn auch nicht 
so stark, wie an dim Beisj>ielen vom Crotonaldehyd und Tiglinaldehxd 
zu erkennen ist. 
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CHjC^CHCO 

CH,CHCH,CHOH 

CH, CH, 

CH, CH, 

(XII). Mesityl- 9 xyd. 

(XII b). Metbyl-isobutyl-carbinol. 

CH, 

\* 

H,C CH, 

1 1 

CH, 

/ \ 

H,C CH, 

1 1 

1 I 

H3C—c c=o 

CH 

1 1 

HsC—C C =0 

H CH, 

(Xlll). Methyl-cyclohflxenon. 

(XIII a). Methyl-cyclobexanon. 

CH, 

H,C" CH, 

1 1 

^CH, 

H,C CH, 

1 i 

1 1 

H3C— C CHOH 

/ 

H CH, 

1 1 

H3C-C CHOH 

\ / 

CH 

(XIII b). Methyl-cyclohexanol. 

(Xlll c). Metbyl-«yclobexenol. 


CH3 

I 

/^\ 

H^C CHj 

I 1 

C =0 

C 

II 

c 

\ 

H3C CH3 

(XIV). Pnle«<.n. 


CH3 

1 

CH 

\, 

HjC CH, 

I I 

^C=0 

CH 

I 

CH 

H3C^ ^CH3 

(XIV a) Vent non. 


CH, 

I 

C 

\ 

HC C =0 


. / 

CH 


I 

CH, 


CH, 

I 


H,C^ 


\ / 

CH 


c==o 

I 

CH, 


I3C CH, 

(XV) Carvon. 


/ \ ■ 

H,C CH, 

(XV a). Dibydnx arvon. 


Vollig unbcriihrt bleibt die Athylenbindang, wenn sie zum Carbonyl 
nicht konjugiert ist. Das leicht losliche, fiir die Hefe unschadliche Allyl- 
aceton (XVI) war auch nach langer G^rung nur am Carbonyl reduziert 
und nach wie vor ungesattigt. Damit iibereinstimmend steht die erw^nte 
Beobachtung,daBdiezweifach ungesattigten Ketone Crotyliden-aceion(X) 
und Cinnamal-aceton (XI) nach dem Verschwinden einer Doppelbindung 
nicht weiter hydriert werden. 


CH,=CH • CH, • CH, • CO • CH, CH,=CH • CH, • CH, • CHOH • CH, 

(XVI). AUyl aoeton. (XVI c). HeMii-(i)-oI.(5). 

Vergleicht man nun die relaiiven Geschwindigkeiten der C— 0 « und 
C=C-Hydrienmgen, so zeigt sich, wie eingangs schon erwahnt, in alien 
untersuchten Beispielen, daB bei den ungesattigten Ketonen (im Gegen> 
satz zu den Aldehyden) die Hydrierung der Athylenbindung viel schneller 
verlauft als die des Carbonyls. £s entstehen daher, zumindest in der 
Hauptmenge, zunSchst die entsprechenden gesattigten Ketone (a ); als 
zweite Reaktion setzt dann die Reduktion des Carbonyls em, die in lang 
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dauerndcn Wrsuchen zu grdderen Mi'ngen dcr gesattigtoii Alkoliolo 
fiihrt (b). - 

-► (a) K * -► {b) K • CH. • CH.» • CHOH 

K CHnr.CH C^^ ^ 

H -^ K CH-^CH CHOH 

R 

In den Versuchen mit den Kctoncn (V'lII) (XI) bestandeii naeli 
einwochigen Giirungen die Keaktionsprodukte a us 8o- -c>5% des ent- 
sprechendcn wasserstojireicheren Ketons (Villa) ™(Xla) und aus 20 5^^^ 

des wasserstoffreicheroi Alkohok (Vlllh) “(XI b). Die aus Pule^on (XIV) 
und Carvon (XV) in sehr geringer Menge entstandenen Hydrierung>- 
produkte enthielten selir wahrscheinlich nur Menthon (XT\'a) bzvv. 
Dihydro-carvon (XV a.), wahrend in dem wiedergewonneneti Mesityloxyd 
Methyl'isohutyl-carbinol (Xllh) das vorwiegcnde Reaktionsprudukt war. 

Die Bildung des sekundaren Olefinalkohols (c) findct bci den meisten 
Stoffen nicht nachweisbar statt. Nur irn Wrsuch mit Benzal-aceton (VIII) 
enthielt die Alkoholfraktion, welche im ganzen nur der Rcduktions- 
produkte ausmachte, ncben zweiDrittcl M ethyl-fi-phcndthykarhinol (VIII b) 
ein Drittel des ungesattigten Mcthyl-Sityr\lcarbinols (V\\\c), 

Auch in der aus Methyl-cyclohcxcnon (XI 11 ) entstandenen Alkohol¬ 
fraktion waren Anzeichcn fur das Vorhandensein einiger Prozeute Methyl- 
cyclohexcnol (X111 c). 

Es kann jcdcnfalls bei der enzymatischcn Obertragung von Wasser- 
stoff auf ungesattigte Ketone auBer der iiberwiegenden Addition an die 
Doppelbindung (a) in einigen Fallen und in geringem Uinfang auch eine 
Addition an das Carbon\l allein stattfinden (r). Doch geht diese Ke- 
duktion des Carbonyls (X,//-ungesattigter Ketone in alien gepriiften 
Beispielen sehr viel schwierigcr vor sich als die des Carbonyls vom cnt- 
sprechenden gesattigten Keton. Die Konjugation eines Carbonyls mit 
einer Athylenbindung setzt also die Geschwindigkeit seiner Reduktion 
durch Hefc sehr stark hcrab, Daher werden \,/^^-ungesattigte Olefin- 
ketone, deren Athylenbindung zur Hydrierung kaum fahig ist, wle Pulegon 
Oder Carvon, auch an der Carbonvigrupjie nicht verandert. Weitere 
Beispiele bietet die Gruppe steroidcr Hormone (siche S. 162). 

Eine isolierte Doppelbindung hcmmt die Carbonylreduktion nicht: 
Aus Allyl-aceton (XVI), in dem, wie schon erwahnt, die Athylenbindung 
der Hydrierung unzuganglich ist, entsteht \ii\c\iX Hexen-(j)-ol-($) (XVI c). 

4, Sekundure Alkoholc. 

Da <x,^-ungesattigte primare Alkohole durch garende Hefe hydriert 
werden, ware es moglich gewesen, daB auch die gesattigten sekundaren 
Alkohole (6) einer nachtraglichen Absattigung der Olefinalkohole (c) ihre 
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Entstehung vcrdanken. Athyl-propettyl-carbinol (XVII) lagert jedoch 
auch in lang dauernden (iarvcrsuchen nicht im geringsten Wasserstoff 
an [Fischer und Wiedemann (4) |. Es kann daher wohl angenonmen 
werdcn, daB auch andcrc (\./?-ungesattigte sekundare Alkohole, imGegen- 
satz zu den primaren, von Hcfe nicht hydriert werden. Aus den unge- 
sattigten Ketonen entstehen also die gesattigten Alkohole (b) nur iiber 
die gesattigten Ketone (a), 

C H,• CH —CH • CHOH• CHg• CHj ( H.,• C^CH • CH ^• CHj♦ CHOH 

CH., CH3 

i.W II). Athyl-proponvl-rarhinol. (XVIIl). 2 Methyl-he|)ten'(2)*ol (6). 

Nach den Erfahrungen init den schon genannten Olcfinstoffen mit 
isolierter Bindung ist es vcTstandlich, daB auch 2‘MethyUhepten-(2)-oU(6) 
(Formel Will) zymochemisch nicht abgesiittigt werden kann. 


5. Ketosauren. 

^./^*ungesattigte Ketosauren werden unter der Einwirkung garender 
Hefe alien Anzeichen nach hauptsachlich auf dem folgenden Weg um- 
gesetzt 'Fischer und Wiedemann (j)J: 


R CHr--rCH CO-COOH K CH- CH CHO + CO^ 


K CH ^ CH CHO 


2 H^ + 2e 

--► RCH CHCHgOH 

-- K CHa-CHg CHaOH 


2 H + 2 e 


Es tritt also zuerst die von der Brenztraubensaure und anderen gesattig¬ 
ten Ketosauren her bekannte, fermentative Decarboxylierungein; der soge- 
bildete ungesattigte Aldehyd wird in der fiir Aldehyde nachgewiesenen Weise 
iiber den Olefinalkohol zum wasserstoffreicheren Alkohol verandert. 

Die Bildung des ungesattigten Aldehyds durch Decarboxylierung 
der Ketosaure laBt sich jedoch nicht unmittelbar nachweisen, weil Olefin- 
aldehyde schon in sehr geringen Konzentrationen die Carboxylase hem- 
men und so ihre eigene weitere Entstehung verhindem. Aus diesem Grunde 
wird z. B. durch Trockenhefe nicht die geringste Kohlendioxydabspaltung 
aus den Ketosauren hervorgerufen. Lebende Hefe hingegen vermag die 
entstehenden Aldehydmolekiiie zu reduzieren und dadurch die spezifisch 
gehemmte Carboxylase immer wieder zu befreien. Eine Decarboxylierung 
der ungesattigten Ketosaure kann also nur stattfinden, wenn der dabei 
entstehende Aldehyd weiter umgewandelt wird. 

Bei Einwirkung von Hefe, die durch langeres Liiften in zuckerfreier 
Losung an vergarbaren Bestandteilen veramit worden ist, folgt der 
Decarboxylierung der Ketosaure eine Disproportionierung nach, die ziir 
Bildung von aquimolaren Mengen Alkohol und Siure fiihrt: 

2R CH=CH C0 C00H + H,0 

RCH=CHCH,OH + R • CH=CH • CCX)H + 2 CO, 
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Diese Keaktion ist insofcm benierkenswert, als bei gleichartiger 
Behandlung der entsprcchenden ungesattigten Aldehyde niemals das 
Eintretcn einer CANNizzAROschcn Umwandlung bcobachtct wiirde. Es 
liegen ahnliche Verhaltnisse vor, wie bei der Bildung von Acctoin: Durch 
die Decarboxylieruiig wird eine weitere Umwandlung crmoglicht, die bei 
den Aldehyden unter gleichen Bedingungen nicht eintritt. 

Bei der Einwirkung stark garender Hefe tritt die Bildung der um ein 
C-Atom armeren Saure ganzlich zuriick, zugunsten des entsprcchenden 
ungesattigten Alkohols, der im weiteren Verlauf des Versuchs noch 
2 Wasserstoffe anlagert: 

^HgCH-^CHCOCOOH -► CHgCH^CHgOH 

(XIX). Jti'nxylidcn bronztraubcnsiujre. 

C 1 L ^• CH^ CH • CH - CH • CH- CH • CO• COOH f 

> CHg- CH=CH • CH==::CH • CH* • CH^ • CHfiH 

(XX). Sorbinyliden-brcnztraubensaurr. 

Aus der einfach ungesattigten Benzyliden-brenztranbensaure (XIX) 
bildet sich mit 75proz. Ausbeute reiner Hydrozimtalkohol, aus der dreifach 
ungesattigten Sorbinyliden-benztraubensdure (XX) mit boproz. Ertrag 
ein Octadienol, dessen Konstitution im folgenden Abschnitt besprochen 
wird. 


6 . Sioffe mit konjugierten Doppelbindungen, 

Wie* in den vorhergehenden Abschnitten mehrfach erwahnt wurde, 
halt die zvTUochemische Hydrierung von 2 - oder 3fach ungesattigten 
Ketosauren, Ketonen, Aldehyden oder Alkoholen, deren Doppelbindungen 
zum Carbonyl oder Hydroxyl und unter sich konjugiert sind, stets nach 
Absattigung nur einer Doppelbindung an und schreitet auch bei langerer 
Einwirkung der garenden Hefe nicht weitcr [Fischer und Wiede¬ 
mann (5 )]. 

Sowohl Sorbinaldehyd (V) wie Sorbinalkohol (V a) geben nach mehr- 
tSigigen Versuchen ein Hexenolpraparat, dessea Refraktions- und Hy- 
drierungswerte genau i Doppelbindung anzeigen. Ebenso laBt sich die 
Absattigung von Crotonyliden-aceton (X) oder von Cinnamal-aceton (XI) 
nicht weiter treiben als bis zur Bildung der entsprcchenden, noch einfach 
ungesattigten Ketone. 

Die 3fach ungesattigte Sorhinyliden-hrenztraubensdure (XX) liefert 
in gleicher Weise wie Octatrienal (VI) und Octatrienol (VI a) schlieBlich 
Alkoholpraparate, in denen noch 2 Doppelbindungen enthalten sind. 

Dieses Verbal ten wird verstandlich, wenn man annimmt, daB durch 
die Anlagerung von 2 Wasserstoffatomcn an das konjugierte System 
cine Trennung dcr verbleibenden Athyicnbindungen vom Hydroxyl oder 
Carbonyl stattfindet. Denn zu diesen Gruppen nichtkonjugierte Doppel- 
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bindungen sind ja, wie aus anderen B(nsj)ielen hervorgcht, dor Hydrieriing 
durch Hefe nicht unterworfcn. 

Eine in bezug auf das Hydroxyl oder Carbonyl isolierte J.age der 
verbleibenden Doppelbindungen kann aber sowohl durch wie durch 
Addition der Wasserstoffatome zustande kommen. Aus Sorbin- 
alkohol (Va) z. B. w^iirde nach der erstcn Reaktionswcise Hexen-(4)-ol-(i) 
(Formel Vb), nach der zweitcn Hexen-(3)-ol-(i) (Formel Vc) entstehen. 

-► CHa-CH-rCH-CHjjCHj-CH^OH 

(\' l)). Hox{*n-(4) ol (i). 

CH3 • CH • CH=:CH • CH/JH 

(V a). Sorbinalkohol. 1 

'-CH3 • CHg • C H=-CH • CHg • CHjjOH 

(V<). H<-xen-(3)<.l (I) 

Durch oxydativen Abbau an den verbleibenden Athylenbindungen 
der Hydrierungsprodukte und quantitative Bestimmung der Spaltstucke 
lafit sich jedoch nachweisen, daD die fermentative Wasserstoff-anlagerung 
ausschlieBlich in /\,^-SteIlung erfolgt. 

Dabei ermbglichte lolgende Methode die Identifizierung der Spaltstucke zu 
einem hohen Prozentsatz: Nach Absattigung des Olefins mit Ozon unter peinlichcr 
Vermeidung einer Ol)erozonisation, und Reduktion des Ozonids mit Zinkstaub 
und Eisessig wurde der entstandene fliichtige Aldehyd im Stickstoffstrom abge- 
trieben, als p-Nitrophcnylhydrazon gefailt und das schwcr fliichtige Ozonidspalt- 
stiick mit Permanganat zur Saure oxydiert. 

Diese GesetzmaBigkeit der enzymatischen Hydrierung gilt nicht nur 
fiir primaxe Alkohole; sie gilt auch fur Aldehyde und Ketosauren, bei 
denen es mdglich gewesen ware, daB neben dem erwahnten Weg der 
Hydrierung auf der Stufe des Olefinalkohols eine direkte Hydrierung 
stattfinde, die von der ungesattigter Alkohole verschieden sein konnte, 
da bei den ersteren das Carbonyl an der Konjugation teilnimmt. Sie gilt 
auch fiir Ketone, bei denen, wie erwahnt, die Carbonylgruppe die Athylen- 
hydrierung iiberdauert. 

Sowohl aus Sorbinalkohol (V a) wie aus Sorbinaldehyd (V) entsteht 
also ausschlieBlich Hexen(4)-ol-(i) (Formel Vb) und nicht das Isomere 
(Vc). 

Das Reaktionsprodukt aus Crotonyliden-aceton (X) besteht nur aus 
Hepten-(3)-on'$(2) (Xa) bzw. bei langer Dauer des Garversuches aus 
Hepten-(3)-ol‘(2) (Xb), dasjenige bms Cinnamal-aceton (XI) aus 6 -Phenyl- 
hexen-(s)-on-(2) (XIa). 

CH3' CH=rCH • CH=CH • CO • CH3 CH3 • CH=CH • CH, • CH, • CO • CH3 

(X). Crotonyliden-aceton. (X a). Hepten*(3)-on-(2}. 

CHgCH^rCH • CHg * CH, • CHOH«CH3 

(X b). Hepten*(5)-ol-(2). 

C3H3 • CH=CH • CH=CH • CO • CH3 CeH^ • CH=CH • CH^ • CH* • CO • CH3 

(XI). Cinnamal-acetoiu (XI a). 6"Phcnylhcxon-(5)-on-(a). 
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Ebenfalls nur als 1 , 2 -Addition verlauft die (Iraningshydrieiung an 
die rne«-Konjugation. Die Octadienolpraparate, die aus Sorbin ylideti- 
brenztraubensdure (XX), Octatrienal (VI) und Octatrienol (Via) gebildet 
werden, enthalten ausschlieOlich Octadien-(4,6)-ol-(i) {JtoxmeWlh), 

CH3 • CH=CH ’ CHrrrCH • CH=.CK • CO • COOH 

(XX). Sorbinyliden-brenztraubensaure. 

CH3 • CH=rCH • CH-^.CH • CH=r CH • CHO 
(VI). Octatrienal. 

CH3 • CH=CH • CH=CH • CH=-CH • CHjOH 

(VI a). Octatrienol. 

CH3 • CH===CH • CH=:CH • CHj • CH j • CH,OH 

(V'l b). Octadieii-(4,6)-ol-(i). 

7 . Allgemetne Bernerkungen. 

Oberblickt man die Ergebnissc der im vorstehendeii geschilderteii 
Hydrierungen durch Hefe, so erkennt man, daB bei alien untersuchten 
Vertretem der genannten Stoffgruppen eine Wasserstoff-anlagerung an 
die Athylenbindungen nur dann crfolgt, wenn diese sich <x,^~stdndig zu 
einem Carbonyl oder primaren Hydroxyl befindcn; entfemter gelegene 
Doppelbindungen werden nicht abges^ttigt. Man wird daraus zu folgern 
haben, dafi fiir die Wirkung der betreffenden Fermcnte die Nachbarschaft 
einer primaren OH- oder einer CO-Gruppe erforderlichc Voraussetzung ist. 

In diesem Zusammenhang ist bemcrkenswert, daB gemeinsam vor- 
kommende Stoffpaare (Alkohole, Aldehyde) sich haufig nur durch den 
Sattigungsgrad der zur charakteristischen Gruppe benachbarten Stelle 
unterscheiden. Neben Geraniol und Citronellol kommt z. B. der voll- 
gesattigte Alkohol nicht vor. 

Aus dem Ergebnis der Hydrierungen ungesattigter Aldehyde und 
Ketone laBt sich weiterhin erkenncn, daB die Wasserstoff-anlagerungen 
an die C=C- und die C™0-Gruppe voneinander unabhdngig verlaufen. 
Bei den Aldehyden geht die Carbonylreduktion schneller als die Athylen- 
hydrierung, bei den Ketonen ist es umgekehrt. Daher sind nach kurzen 
Garzeiten bei der ersten |Cdrperklasse ungesattigte Alkohole, bei der 
zweiten gesattigte Ketone die Hauptreaktionsprodukte. 

Eine Koppelung der C=0- und C==C-Hydrierung durch 1 , 4 -Ad- 
dition des Fermentwasserstoffes an das konjugierte —C=C—^C=0-Sy- 
stem miiBte in jedem Falle zunachst zur ges^ttigten Carbonylverbin- 
dung ftthren. 

2ur Deutung der verschiedenen Reduktionsgeschwindigkeit des 
aldehydischen bzw. ketonischen Carbonyls wird man die verschiedene 
Affinitdi der Alkoholdehydrasen der Hefe zu diesen Gruppen verant- 
wortlich machen. Aldehyde vermdgen im Verlauf der Oxydoredukdonen 
der GSixung mit den wasserstoff-aufnehmenden SpaltstUcken des Zuckers, 
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z. H. init Acetaldrlivil, chcr urn ck*n Wassorstoff zu konkurrieren als 
Kotoiii*. I)it‘so ('fes('hwindigkt*itsiinterschu‘(lt* inachon sich na<'h den 
zahlreii hen rntersiu hungen von NKnHKK(; iind Mitarheitern (/, j) sc lion 
hei j»e>attij»ten Aldehyden und Ketonen heinerkhar, l>ei den un^^esat- 
tigten treten sie aluT noeli starker hervor, \V(‘il dii' Konjugation des 
Carinmvk mil eiiKT Atli\1enbindung in den Al(leh\den seine k(‘(luktion 
nicht wesentlieii verlangsamt. in den Ketonen aber sie stark heinmt. 
Daher wiTch'ii \,/^-iingt*sattigte Ketone, deren Dopin'lbiiidung (‘iiUT Hy- 
drierung unzuganglieli ist, aneh am Carbonyl kaiini reduziert. 

Aiieli bi'ziigliih iler (u'schwindigkeit der Athyle}i-Ahs(itti^iin^ sirui 
()lefink('tom‘ d(*n priniaren Olefinalkoholen (und daluT aueh den Al¬ 
dehyden und Ketosauren) in alien gepruften Fallen weit unterlegen. 

Ks i>t daher Nerstandlieh. dab bei ihnen sieli physikalisehe Kigen- 
M'haften i)der sonstige konstitutionelle Besond(‘rheiten, welehe die zynio- 
ch(‘mis('lH‘ Absattigung vcTlangsamen, am stiirksten bemerkbar machen. 
Kine Wrzweigung an der Athyleiibindnng eines Olefinketons hemmt 
moistens ihre Hydrieriing auberordentlich, wahnuid sie in einem Aldehyd 
odt'i Alkohol sieh weniger auswirkt. 

Bei ungesattigten sekundarcn Alkoliolen schlieBlich ist offenbar die 
Affinitat zum wasserstotf-anlagcrnden Ferment der Hefe nicht mehr 
hinreichend, urn einc Absattigung zu ermdglichen. 

Zvvisehen dem Verhalten der Oleiin-aldehyde und -ketone bei der 
enzymatisehen Hydrierung einerseits und bei nicht-enzymatischen 
Wasserstbff-anlagerungen anderseits besteht insofern eine gewisse Ober- 
einstimmung, als in beiden Fallen das Carbonyl der Olefinaldehyde 
sehneller und daher zum Toil auch unabhangig von der Athylenbindung 
reagiert. Nach der Keduktion von i'v,j^-ungesattigten Aldehyden mit 
Amalgamen oder Metallen und Saure treten neben gesattigten Aldehyden 
auch ungesattigte Alkohole auf, wahrend bei Olefinketonen niemals eine 
Reduktion der Carbonylgruppe allein, ohne Aufhebung der Athylen¬ 
bindung beobachtet werden konnte. Nach der enzymatisehen Wasser- 
stoffanlagerung von Olefinketonen ist jedoch in wenigen F'allen auch die 
Bildung ungesattigter Alkohole sicher nachzuweisen, z. B. von.Methyl- 
styryl-carbinol (VIIIc, S. 35) aus Benzal-aceton (VIII). 

Diesem Reaktionsverlauf kommt insofern eine grundsatzliche Be- 
deutung zu, als er auch bei Ketonen die Unahhdngigkeit der enzymatisehen 
Athylen- von der Carbonylhydrierung zeigt und weiterhin auf die Moglich- 
keit eines solchen Ablaufes auch unter natiirlichen Bedingungen 
hinweist. 

Natdrlich vorkommendc :x,/!i-ungesattigte Ketone (etwa in 3.therischen 
Pflanzenolen) sind oft von den entsprechenden gesattigten Ketonen 
Oder von den gesattigten Alkoholen begleitet. Sehr selten treten als 
Begleiter die analogen ungesattigten sekundaren Alkohole auf. Das 
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spricht dafiir, faJJs uberhaupt zwischen den vcrgeseIJschafteten Stoffen 
ein uninittelbarer genetischer Zusammenhang besteht, iaB die Ab- 
sattigung der Olefinketone in der Pfianze ahnlichen GesetzmaBigkeiten 
folgt, wie bei den Garungsversuchen mit Hefe. 

Besonders bemerkcnswert ist das VerhaUen der Stoffe mit konjugierten 
Doppelhindungen: In alien untersuchten Beispielen, bei Alkoholen und 
Ketonen, hat sich ausschlieBlich eine Hydrierung der zum Hydroxyl oder 
Carbonyl henachbarten Athylenbindung nachweisen lassen; fiir eine end- 
standige Addition von Wasserstoff an das konjugierte System von 2 oder 
3 Doppelhindungen fehlt jedor Hinweis. 

Damit Iciatct die cnzymatische Athylenhydrierung etwas, was sich dutch 
keine nicht-enzymatischc Mcihode erreichen Idpt. Bei der katalytischen 
Hydrierung konjugierter Svsteme (mit Nickel oder Platin und Wasser¬ 
stoff) hat sich zwar in einigen Fallen feststellen lassen, daC die Absattigung 
einer Bin dung mit groBerer Geschwindigkeit verlaiift als die der anderen, 
daB die Wasserstoffaddition als sicher nicht endstandig, sondern zunachst 
auch nur an einer Doppelbindung stattfindet. Doch ist in den wenigen 
untersuchten Beispielen die schnelier abzusattigende Bindung, die von 
einer Phenyl- oder Carboxyl- oder Carbonylgruppe entferntere, nicht die 
damit unmittelbar konjugierte. 

Die Hydrierung konjugierter Athylcnbindungen mit Natriumamalgam 
oder mit den Amalgamen anderer Metalle bewirkt ineist. ns eine end- 
standige Absattigung. Bei symmetrischen Systemen, wie den Polyen- 
dicarbonsauren oder den DiphenyI-pol}X'nen, herrscht diese Art der 
Addition unumschrankt vor; sie ist aber auch fast ijuiner die vorwiegende 
bei unsyrnmetrischen Verbindungen, wie bei inehrfacli ungesattigten 
Ketonen oder Monocarbonsauren. 

Kennzeichnend fiir die enzymatische Hydrierung ist weiterhin das 
vollige Fehlen der di- oder hohermolekularen Produkte, welche z. B. bei 
der Behandlung ungesattigter Ketone durrh Amalganu* oder Metall 
und Saure typische Reaktionsprodukte sind. 

Man wird die genannten Unterschiede auf eine grundsatzliche Ver- 
schiedenheit im Reaktionsverlauf der enzymatischen und nicht-enzymati- 
schen Wasserstoffanlagcrungen zunickfuhren. 

Wahrend fiir den Verlauf der Hydrierungen mit Amalgam und ahn¬ 
lichen Mitteln die Vorstellungen der unpaarigen Addition von Metall- 
oder Wasserstoffatomen unter intermediarcr Bildung radikalartiger 
Monohydroverbindungen sich bewahrt und in einigen Fallen experimen- 
telle Bestatigung erfahren haben, wird man bei der enzymatischen Ab¬ 
sattigung annehmen, daB die ungesattigten Substrate nach ihrer Ver- 
einigung mit dem hydrierenden Fermentkomplex 2 Wa,sserstoffatome 
addieren und nicht vor erfolgter paariger Absattigung sich von ihm 
losen. 
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B. Hydrierungen im Tierkbrper. 

Der Nachwcis von Hydrierungen im tierischen Organismus vcriangt 
verstandlicherweise andere, schwieriger zu erfiilliMido Bedingungen als 
bei den Versuchen niit Mikroorganisnicn. B(‘i Zufiihr zcllvcrtrauter 
Stoffe wird ineistens die Speicherung oder der vollige oxydative Abbaii 
die Verfolgung einer Veriinderung verhindern; hier fiihrt nur die in letzttT 
Zeit mbglich gewordenc Verwendung von isotopen Elementen wcitcr. 
Auch bei Priifung zellfremder Substanzen treten die Abbaiireaktionen 
starker in Erscheinung als bei Mikroorganismen; auderdeni wird die 
mogliche Stoffauswahl stark beschrankt durcli die beim Tier viel hiiufiger 
auftretende toxische Wirkung. Nicht selten beobachtet man ferner, daB 
der zu priifende Stoff nach erfolgter Paarung mit Glucuronsaure oder 
H2SO4 schnell ausgeschieden und derweitcren Einwirkung entzogen wird. 

Es ist aus diesen Griinden verstandlich, dab die mannigfachen Re- 
duktionsvorgange, welche in der tierischen Zelle anzunchmen sind [altere 
Angaben b^i Dakin (15) und bei Knoop (16) J, an einzelnen Stoffen bisher 
nur in wenigen Fallen nachgewiesen werden korihten. 

Wiederum durch das breiteste Beobachtungsmatcrial gesichert, ist 
die umkehrbare Verwandlung von Carbonyl in Hydroxyl. Bei Ferment- 
untersuchungen hat sich allerdings die Priifung der Wirkung von Alkohol- 
dehydrasen aus tierischem Gewebe bisher ineistens auf die Stoffe des 
Kohlenhydrat-abbaues beschrankt und hohere Carbonyl- oder Hydroxyl- 
verbindungen, z. B. aus der Gruppe der Steroide, noch nicht mit einbe- 
griffen. Doch ist die Reduktion des Carbonyls aliphatischer und aromati- 
scher Ketone durch Verfiitterung an Kaninchen schon 1901 von Neu- 
BAUER (17) nachgewiesen und durch Thierfelder und Daiber [18) im 
YdMtdL^sAcetophenons (XXI), das zu einemDrittel als Phenyl-methyl-car- 
binol (XXIa) ausgeschieden wird, quantitativ untersucht worden. Weitere 
Beispiele stellen die Umwandlungen von Campher-chinon (XXII) in 
2 - 0 xy-epicampher (XXlldi) und 3-Oxycampher {XXllh) im Hund(r9), 


C4H5COCH3 
(XXI). A<etopbenon. 


CH3 

I 



C3H5CHOHCH3. 
(XXI a). Pbenyl-niethyl-carbinol. 



/ 


c=o 


\ 

c=o 





OH 


(XXII a). s-Oxy-epicampher. (XXllb). j-Oxycampber. 
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von Phcnylglyoxyh(inrc in PMandchaarc (\X\\\ix) {jo), von 

Phcnylbrcnztraiibcnsaurc (W\W) in Phcnylmilchsihtrc (WW<\) (Ji) und 
von Puroyl-cssigsihtf'c (\XV) in (i-Oxy-juranfyropionstiurc {W\n) (22) 
dar. Die bei den (iallensaurcn undSterinen gesainmeltiMi I£rfalirun|^en sind 
in den entspreebenden Abschnitten S. 56 und S. 59 erwahnt. 


('6H;.c:c)*('()( )H 

(XX M f). rhonyljilyx vKtuic. 

CeHs-C'HjC'OC'OOH 
(XXIV"). l*hc’ii\l l»rru7.iraul'riisaiiro. 

CVIaO-COCHj-a K)H 
(XXV). 1‘uroyl ousiKsanrr 


< jir/Ciioncooif. 

(XX111 a). J Maudelsaun*. 

(XXIV a). ehc'iivl-iiulrlis.Mnt* 

• c:hph • (' h j • ('0( 1. 

(XXV a) /^-()xv-lllTan|)r<)pio^l^.^Mn•. 


Eine Car bony Ignippe kann sogar uber die Alkoholstufe hinaus zur 
Mcthylengruj)pe reduziert werden, wie aus der von Knoop (jj) ini Tier- 
vcrsuch gefundenen und von Thierfkldkr und Schempp (24) aueli am 
Mensehen bestiitigten Ausscheidung von Phenylesai^suure (WVlai) 
nacli Gabon von Benzoyl-propionsdure (XXVI) hervorgeht. 

Vielleicht umfaBt diese Umwandlung schon die Hydritrmi^ emer 
Jthylenbindung, namlicli jener der Benzal-propionsaure, die diireh Ab- 
spaltung von Wasser aus der Oxysaure sich bilden konnte. Eine solche 
Hydrierung ist jedenfalls anzunehmen, um die von Knoop und Okser (25) 
beobachtete Ausscheidung cincr kleinen Menge von PhenyP\-oxyhntter- 
sdure (XXVIIa) nach Verfiitterung von Benzal-ldvulinsdure (XXVll) an 
einen Hund verstandlich zu machen. 


CgHj • CO • CHj • CHj • COOH 

(XXVI). Benzoyl-propionsaure 

• CH:=CH • CO • CHa • CHj • COOH 

(XXVII). Benzal-lAviilinsaure. 


CjHjCHj'COOH. 

(XXVI a). Phenyl-essigsaurc. 

CeHj • CHj • CHj • CHOH • C( K )H. 

(XXVll a). Pbenyl-«-oxybutters.iure. 


Bald nach Auffindung der Hydrierungen durch Hefe wurde dann von 
Kuhn und Kohler (26) beim Studium der Methyloxydation im Tier- 
korper ein schbnes Beisjnel der Athylenhydrierung nachgewiesen. Wie 
Hildebrand? (27, 28) schon gefunden hatte, bildet sich nach Ver- 
fiitterung von Geramo/(IVa), Citral {lY) und Geraniumsdure (IVc) an 
Kaninchen, neben einer DicarbonsSure C10H14O4 auch eine wasserstoff- 
reichere Dicarbonsaure C1OH10O4. Nach Kuhn und Kohler kommt der 
ersten Saure (,, Hildebrand?- Saure“) die Konstitution (IVd) zu, wahrend 
die zweite wasserstoffreichere, optisch aktive Saure (Dihydro-HiLDE- 
BRAND?-Saure) als deren Hydrierungsprodukt (IVe) aufzufassen ist. Von 
den beiden in den verfiitterten Stoffen vorhandenen Doppelbindungen 
wird also die zur Alkohol-, Aldehyd- oder Saure-gruppe «,/?-standige 
hydriert, aber nur diese. 
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j. Alkohole und Aldehyde, 

Bei der systematischen Priifung der Giiltigkeit jener mit Hilfe der 
Garungshydrierungen gefundenen GesetzmaBigkeiten im Laufe der Um- 
wandlungen von Olefinen im tierischen Organismus [Fischer und 
Bielig (io)J haben sich im allgemcinen Alkohole und Aldehyde als recht 
ungeeignet erwiesen. Der vollstandige oder jedenfalls weitgehende Abbau 
herrscht meistens zu sehr vor, als daC sich stattgefundene Hydrierungen 
erkennen lieBcn. Fine Ausnahme bilden die genannten aliphatischen 
Terpene, bei welchen durch die Methylverzweigungen der Abbau auf- 
gehalten wird. 

CH. • C=rCH • CH. • CHj • C= CH • CHO 

' I 

C'Hs CH3 

(IV). otrai. 

CH3 • Cr-CH • CH 2 • CHj • C^^CH • CHfiH 

I 

CH3 CH3 

(IV a). Cif.raniol. 

CH3 • C=:=^CH • CHj • CHj • CH • CH2' CHjOH 

CH3 CHg 

(IV b). Crronellol. 

CH3 • C=CH • CH2 • CH2 • C=CH • COOH 

CH3 CH3 

(IV c). Geraniumsaure. 

HOOC • C=:.CH • CHj • CHj • C=CH • COOH 

CH3 CH3 

(IV d). HlJLI>B»RAKl>T-Saure. 

HOOC • C^CH • CHj' CHg • CH • CH, • COOH 

I I 

CH, CH, 

(IV e). Dihydro-HlLl>KBRANDT-Saure. 

CH3 • C=CH • CH, • CH, • CH • CH, • COOH 

i 

CH,OH CH3 

(IV f) 

Die Hydrierung von Geraniol zur Dihydro-HiLDEBnASDT-Sdure (IVe) 
im Kaninchenkorper laBt sich neben der Bildung von Hildebrandt- 
Sdure {lYd) in gleichem Umfange nachweisen, auch wenn der Alkohol 
parenteral zugeftihrt und nicht verfiittert wird. 

Dieser Refund ist insofem wichtig, als er die auffallenderweise bisher 
offenbar nicht in Betracht gezogene Moglichkeit einer Hydrierung des mit 
der Nahrung aufgenommenen Stoffes durch Bakterien vor der Resorption 
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ausschlieBt. Gerade beim Nager wSre eine solche Bakterienwirkung durch 
die iippige Flora des Blinddarrpes und die besonderen VerhUltnisse der 
Nahrungsverdauung durchaus verstandlich gewesen (siehe die Unter- 
suchung der Bakterien vom Verdauungskanal des Hamsters von 
Hopffe (29)]. 

In Obereinstimmung mit der Unangreifbarkeit der vom Hydroxyl 
entfernteren Doppelbindung des Geraniols wird die isolierte Athylen- 
gruppe des Citronellols (IVb) im Kaninchenkorper ebenfalls nicht hydriert. 
Als Hauptprodukt der eingetretenen Oxydation laBt sich eine Dicarbon- 
saure gewinnen, deren Konstitution nach den Befunden des Abbaues mit 
jener der Z)i 7 tye/ro-HiLDEBRANDT-Sa«re (IVe) iibereinstimmt, die jedoch 
20® tiefer schmilzt; daneben entsteht eine sehr wahrschcinlich nach (IV f) 
gebaute Oxy-monocarhonsdure. 

Cyclohexen-(2)-ol-(i), sein Essigsaureester und A^*^~Dihydro-o 4 olyl- 
alkohol sind zu stark toxisch als daB eine Untersiichung hinreichender 
Mengen moglich wto. 

Bei Zimtalkohol, (x-Athyl-zimtalkohol und den entsprechenden Alde- 
hyden wiegt die Oxydation vor, zu Zimtsdure bzw. (x-AthylzinUsdure, die 
zu etwa einem Drittel der zugefiihrten Stoffmenge zur Ausscheidung 
kommen; eine Hydrierung ist nicht mit Sicherheit nachzuweisen. 

2. Ketone. 

Besser geeignet als Alkohole oder Aldehyde sind fiir den Nachweis 
der Athylenhydrierung ungesattigte Ketone der aromatischen und 
hydroaromatischen Reihe [Fischer und Bielig (jo)], weil sie viel weniger 
dem oxydativen Abbau unterliegen und daher die erfolgten Absattigungen 
in einem AusmaB nachzuweisen gestatten, wie es sonst in keinem Fall 
l^kannt ist. 

Nach Verfutterung von Benzal-aceton (VIII) an Kaninchen wird etwa 
ein Drittel des Ansatzes als rechtsdrehendes p-Phendthyl-methyl-carbinol 
(Vlllb) aus dem Ham isoliert, neben geringeren Mengen des entsprechen¬ 
den ungesllttigten Benzal-dimethykarbinols (Vlllc) und eines Diols, dem 
wahrscheinlich die Konstitution eines 2,4-Dioxy-4-phenylbutans (Vllld) 
zukommt. Die sauren Anteile enthalten nur Spuren von Phenolen und 
bestehen fast ausschlieBlich aus Benzoes^ure, die iibrigens auch bei den 
im folgenden genannten Ketonen die Hauptmenge der ausgeschiedenen 
S&uren ausmacht. 

Auch aus Benzal-rndhyl-dthyl-keton (XXVIII) entsteht als Haupt¬ 
produkt, namlich zu 25%, der gesattigte rechtsdrehende Alkohol fi-Phen- 
dthylrdtkyl-carbinol (XXVIII b); daneben bildei sich aber dUrch Phenoly- 
sierung des aromatischen Kernes in geringer Menge (1%) audi p-Oxy-fi- 
phmMhylkeian (XXVIII c). Wesentlich anders verhSlt sich das dem 
Benzal-aceton isomere Aihyliden-acetophenon (XXIX), das stark toxisch 
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wirkt und nach Verabreichung kleiner Mengen teilweise unver&ndert, 
teilweise nach Reduktion nur am Carbonyl als ungesattigter Alkohol 
{XXIX c) ausgeschieden wird. 

C.H, • CH=CH • CO • CHj C,H, • CH, • CH, • CHOH • CH,. 

(VIII). Benzal-aceton. (VIII b). ^'Phenathyl-roetbylcarbinol. 

C.Hj • CH=CH • CHOH • CH3 C.Hg • CHOH • CH, • CHOH • CH3. 

(Vlil f). Benzal-dimetbylcarbinol. (VIII d). 2,4*Dioxy>4-phenylbutan. 

C3H3 • CH=CH • CO • CH, • CH3 C.Hs • CH,' CH, • CHOH • CH, • CH3. 

(XXVIII). BeiuEal-inethyl-athyl-keton. (XXVIII b). / 3 -Phenathyl-athybcarbiQol. 

HO • CeH4 • CH, • CH, • CO, • CH, • CH3. 

(XXVIII c). p-Oxy/J'pbeiiathyl athyl-keton. 

CjHg • CO • CH=CH • CH3 CjHj • CHOH • CH^CH • CH3 

(XXIX). Athyliden-acetophenon. {XXIX t) 

Das zweifach ungesattigte Cinnamal-aceton (XI), laBt sich zu 20% 
in Form hydrierter Produkte im Ham wiederfinden. Etwa drei Fiinftel 
bestehen aus dem durch Oxydation am Benzolkem in p-Stellungphenoly- 
sierten, partiell abgesattigten Carhinol (XI e) wahrend der Rest in der 
Hauptmenge das ebenfalls phenolysierte und teilweise hydrierte Keton 
(XI d) entha.lt. Die Lage des phenblischen Hydroxyls und der unberiihrt 
gebliebenen Athylenbindung lafit sich durch Ozonabbau und Nachweis 
des als Spaltstiick entstehenden p-Oxybenzaldehyds feststellen. 

Der nichtphenolische, wasserstoffreichere Alkohol (XIb) wird nur zu 
wenigen Prozenten isoliert, Bemerkenswerterweise findet sich unter den 
Ausscheidungsprodukten wieder ein zweiwertiger Alkohol, dem vermut- 
lich die Konstitution (XI f) zukommt, 

C,H5 • CH=CH • CH=CH • CO • CH3 

(XI). Cinnamal*aceton. 

CjH, • CH=CH • CH, • CH, • CHOH • CH, HO- C,H, ■ CH=CH • CH, • CH, • CO • CH, 

(XI b) (XI d) 

HO • CjH, • CH=CH • CH, • CH, • CHOH • CH, 

(XI c) 


C,H, • CH=CH • CHOH • CH, • CHOH • CH, 
(XI f) 


HaC CH3 

a ^ 3 

HJZ C~-CH=^CH • CO • CH, 

I II 


H,C^ /.-~CH, 

H, 

(XXX). /J-Jonon. 


Fortscfaritte d. Cbeai. org. Naturst. 111. 


H,C^ 

H,C CH,- CH, • CHOH • CH, 

I II 

H,C^ C-CH, 

C 

H. 

(XXX b). Dibydio-^-jonol. 



50 


F. G. Fischer 


H3C CH3 

\ / 

CH3 

c 

C 


/ \ 

H,C C—CH, • CH, ♦ CO • CH3 

HjC C--CHa • CHj • CHOH • CH3 

1 II 

1 II 

HX C—CHjOH 

HjC, C—CHjOH 

C 

C 


H3 

(XXX d). Oxy-dihydro-/?-jonoD. 

(XXX e). Oxy dihydro'/S'jonol. 


Wahrend Carvon (XV, S. 37) so stark giftig auf Kaninchen wirkt, 
daB seine Verwendung unmoglich ist, wird fi-Ionon (XXX) auch in 
groBeren Gaben vertragen (unveroffentlichte Versuche von Hayashida 
und Bielig). Ungefahr die Halfte der verfiitterten Menge wird verandert 
im Ham wiedergcfunden. 

In den neutralen Anteilen befinden sich Dihydro-(i-jonol (XXXb), 
ein Oxy-dihydro-^-jonon (XXX d) und ein Oxy-dihydro-ft-jonol (XXX e) 
zu ungefahr gleichen Mengen. Auch bei diesem Stoff sind also ncben der 
AVasserstoff-anlagerung an das Carbonyl und an die cine benachbarte 
Doppelbindung, Oxydationen vor sich gegangen. Unbestimmt ist noch 
die Lage des eingefiihrten Hydroxyls, das sowohl wic im Formelbild 
(XXXd) und (XXXc) angenommcn, als auch in einer der Zwillings- 
methylgruppen gebunden sein konnte. Zum Teil gcht die Oxydation 
noch weiter und fiihrt zu einer ungesattigten C2oHi404“Dicarbonsaure. 

% j. Allgemeine Bernerkungen. 

Die geschilderten Versuche zum Nachweis der Hydrierungsreaktionen 
im tierischen Kdrper lassen GesetzmaBigkeiten erkennen, die in Beziehung 
zu denen der Garungshydrierung gebracht werden konnen. 

Die Reduktion des Carbonyls, die in friiheren Untersuchungen bei 
gesattigten fettaromatischen Ketonen und bei Ketosauren nachgewiesen 
war, wird auch bei ungesattigten aliphatisch-aromatischen und hydro- 
cyclischen Ketonen wiedergefunden. Man gewinnt den Eindruck, daB 
die den Versuchstieren zugefiihrten Ketone, soweit sie nicht dem vblligen 
oxydativen Abbau verfallen, vor allem als Carbinole zur Ausscheidung ge- 
langen (z.B. beim Benzal-acetonundBenzal-methylathylketon). Wirddurch 
partielle Oxydation, etwa durch Eintritt eines Hydroxyls in den Benzol- 
kern Oder in cine Methylgruppe, und nachfolgende Paarung die Aus¬ 
scheidung des Ketons beschleunigt, dann findet sich zum Teil die Carbonyl- 
gruppe unverandert vor (Cinnamal-aceton, Jonon). 

Fiir den Eintritt einer Athylenhydrierung ist es wie bei den G^rungs- 
hydrierungen erforderlich, daB diese Bindungen (x,ft-stdndig zu einem 
Hydroxyl oder Carbonyl gelagert sind. Eine Absattigung der isoliert 
stehenden Doppelbindungcn des Geraniols und Citronellols wird nicht 
beobachtet. 
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Die Hydrierung (X,^-ungesSLttigter Sauren ist durch Einwirkung 
gSrender Hefe bisher nicht zu erreichen gewesen (nach unveroffentlichten 
Versuchen mit Zimt- und Crotonsaure von Fischer und Wiedemann). 
Im tierischen Organismus s^ttigt sich jedoch Geraniumsaure, wie erwSLhnt, 
bei der Oxydation zur Dicarbonsaure teilweise ab. Die Dien-Dicarbon- 
saure selbst wird aber nicht hydriert. Nach Verfiitterung grofierer Mengen 
ZimtsSLure an Kaninchen konnte kein sicherer Nachweis einer Hydrierung 
crbracht werden [Fischer und Bielig (jo)]. 

Sicherlich ist im Tierkorper die Moglichkeit einer Wasserstoffanlage- 
rung in hohem Grad abhangig von der Ausscheidungsgeschwindigkeit 
der betreffenden Olefinverbindung; das mag zur Erkl^urung der wider- 
sprechenden Ergebnisse bei den Sauren dienen und auch des Verhaltens 
anderer olefinischer Stoffe, bei denen infolge einer partiellen Oxydation 
die Wasserloslichkeit und damit auch die Ausscheidungsgeschwindigkeit 
gesteigert wird. 

Die relativen Geschwindigkeiten der Carbonyl- und Athylenhydrierung 
ungesattigter Ketone lassen sich im Tierkorper aus diesen Grtinden 
naturgemsiB nicht so abschatzen wie bei den Garungshydrierungen. Da 
aber neben den ges§.ttigten sekundaren Alkoholen in einigen Fallen ge- 
salttigte Ketone und in anderen die unges§.ttigten Carbinole ausgeschieden 
werden, kann man folgem, dafl auch im Tier Carbonyl- und Athylen- 
reduktion voneinander unahhdngig verlaufen. 

Dab die relativen Hydrierungsgeschwindigkeiten beider Gruppen je 
nach dem Stoff verschieden sein konnen, sieht man beim Vergleich der 
Ergebnisse mit Benzal-aceton, bzw. Athyliden-acetophenon. 

In Obereinstimmung mit den Erfahrungen bei den Hydrierungen mit 
Hefe sprechen die bisherigen Versuche dafiir, daB zugefiihrte Stoffe mit 
konjugierten DoppeAbindungen auch im Tierkorper nur in 1,2 abgesattigt 
werden konnen. 


C. Stereochemischcs zu den Athylenhydrierungen. 

Ungesattigte Stoffe, bei welchen die Athylenbindung an einem sekun- 
d^ren C-Atom mit ungleichen Resten und haftet, kdnnen zur 
Bildung optisch aktiver HydrietungsprodukU flihren. Tats^chlich findet 
bei alien untersuchten Substanzen sowohl durch Hefe wie im Tierkdrper 
eine asymmetrische Anlagerung des Wasserstoffes statt, unter bevorzugter 
Bildung des einen Antipoden. Das Citroncllol (IVb, S. 34), welches 
lebende Hefe sowohl aus Citral (IV) wie aus Geraniol (IV a) entstehen 
iSlBt, dreht nach rechts, und zwar iibertrifft sein Drehtmgswert [«]d = -f” 6® 
den hdchsten bisher bekannten eines rechtsdrehenden Citronellols 
([«]p = -j- 4,5°), das durch Reduktion von natiirlichem, rechtsdrehendem 
Citronellal erhalten wurde. NatilrHch vorkonunende Citronellolpr&parate 
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aus Rosen- und Gcraniumdicn sind linksdrchend und zeigen die ver- 
schiedcnsten Wertc, von ^ —4'' bis - 1' ; aus Citronellol sind 
sic rechtsdrchend (]^]i) bis -f- 2,5®). In dcr Hefezellc fiihrt also die 
Hydricrung von Geraniol und Citral bevorzugt zu der gleichcn Anordnung 
am asymmetrischen C-Atom, wie sie im natiirlichcn Citronellal, und vor- 
wiegend im Citronellol aus Citronellolen vorhanden ist [Fischer und 
Eysenbach (9)]. 

2H^+2e 

Ki C==CH-!-► Kj-CH—CH, - 

I I 

K2 

Audi im Tierkorpcr [Kuhn, Koehler und Koehler (26); Fischer 
und Bielig (jo)] geht sehr wahrscheinlich die asymmetrischc Hydricrung 
von Geraniol in gleicher Richtung wie bci der Hefc vor sidi, da die ent* 
stehende Dihydro-HiLDEBRAfiDT Sdure (IVe, S. 47) nach redits dreht. 

Tiglinaldehyd (III, S. 33) und Tiglinalkohol (llldi) [Fischer und 
Eysenbach (9)] werden durch Hefe zu linksdrehenden iso-Amylalkohol- 
praparaten abgesattigt, deren Drehungswerte von maximal —4,5® den 
des optisch aktiven Garungsamylalkohols nicht ganz errcichen ([ajo - 
~ — 5 » 9 °)* Es ist bemerkenswert, daB die Anordnung am asymmetrischen 
C-Atom, welche durch die Hydrierung vorwiegend entsteht. diesclbe ist 
wie an der Verzweigung des iso-Leucins, der Muttersubstanz des optisch 
aktiven Garungsamylalkohols. 

Da a,/ 3 -ungesattigte Ketone durch Hefe, wie erwahnt, nur auBcrst 
langsam abgesSlttigt werden, ist nur im Falle des Pulegons (XIV, S. 37) 
festgesteilt, daB die Hydrierung ebenfalls as)Hnmetrisch verlauft und ein 
stark rechtsdrehendes Dihydro-pidegon liefert [Fischer und Wiedemann 
(4)]. Im Kaninchenorganismus fiihrt die Hydrierung ungesattigter Ketone 
nach Fischer und Bielig (jo) durchweg zu optisch aktiven Produkten, 
und zwar sind samtlichc im Ham aufgefundencn Substanzen rechtsdrehend. 
Hier hat neben der asymmetrischen Hydrierung der Athylenbindung 
auch eine solche des Carbonyls stattgefunden, wie sie aus anderen Bei- 
spielen schon mehrfach bekannt ist (Literatur bei Brockmann (jo)]. 

Fiir den asymmetrischen Verlauf der Athylenhydrierung ist es Voraus- 
setzung, daB das wirksame Ferment noch an der Zellstruktur gebunden 
ist. Am Beispiel des Geraniols wurde nachgewiesen [Fischer und Eysen¬ 
bach (9)], daB Hefe-mazerationssafte und anderswie dargestellte Ferment- 
Idsungen nur zum Razemat fuhren, wahrend dagegen nicht nur lebende, 
sondem auch mit Aceton behandelte oder auf anderem Wege schnell 
getrocknete Hefe optisch aktive Citronellolpraparate ergibt. An der 
Luft in der ttbUchen Weise getrocknete Hefe liefert, je nach dem dabei 
erreichten Mazerationsgrad, Praparate von wechselnder Aktivitat. 

Ftir das Eintreten einer sterisch gerichteten Athylenhydrierung wird 
also nicht die asymmetrische Struktur der wirkenden Gruppe des Ferments 
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selbst verantwortlich zu machen scin, sondern chcr die ihrer natiirlichen 
Umgcbung, an der sie fixiert ist. 

Bei Oxydorcduktionen von CarlK>nylverbindungen und bei fcrmcnta- 
tiven Hydrolysen ist die Abhiingigkcit der Konfigurationsspezifitat vom 
Bindungszustand odcr vom Reinigungsgrad der betreffendcn b'ermente 
bekannt [Literatur lx;i Brockmann (jo) |. 

111. Hydrierungen in besonderen Stoffgruppen. 

A. Steroide. 

Die verschiedencn Gruppcn steroidcr Stoffc laden besonders zu Be- 
trachtungen und Versuchen uber ihre Biogcnese ein, da .sich im cngen 
Rahmen ihrer konstitutionellen Verwandtschaft Icicht erkcnnen lilBt, 
daB wenige Reaktionstypen zur Verkniipfung der einzelnen Vcrtretcr 
zureichend sein konnten. Damn ter nehmen Hydrierungen und Deliy- 
drierungen einen hervorragenden Platz ein. 

I. Sterine. 

a) Die Hydrierung von Cholesierin zu Koprosterin. 

Am Beispiel dcr weitgehend aufgeklarten Umwandlung von Cholesie¬ 
rin (XXXI) in Koprosterin (XXXIV) laBt sich ein Weg der biologischen 
Hydrierung ungesattigter Sterine naher erkennen. Bekanntlich ist 
Koprosterin die gewohnliche Form der Ausscheidung von Cholesterin 
im Kot des Menschen und der Camivoren. Die Mitwirkung von Darm- 
baktcrien bei dieser Umwandlung ist durch mehrere Untersuchungen 
sichergcstellt. Sie gcht schon aus der Tatsache hervor, daB bei fleisch- 
freier Nahrung, etwa bei Milchkost, welche die Faulnisvorgange im Darm 
zuriicktreten laBt, die Hauptmenge vom zugefUhrten Cholesterin unver- 
andert in den Fazes erscheint. 

Fine direkte Oberfiihrung von Cholesterin in Koprosterin ist jedoch 
durch keine chemische Methode zu erreichen gewesen; Cholesterin neigt 
ausschlieBlich zur Bildung des zum trans-Dekalin gehorigen Dihydro- 
cholesterins (XXXV). Auffallenderweise entsteht aber aus Allo-cholesterin 
(XXXVI), mit der Doppelbindung in 4,5, bei der Hydrierung neben 
Dihydro-cholesterin auch das vom cis-Dekalin ableitbare Koprosterin. 

Die dadurch nahegelegte Vermutung hat sich bewShrt, daB der erste 
Schritt der Cholesterin-Koprosterin-Umwandlung die von einer Ver- 
schiebung der Doppelbindung aus 5,6 nach 4,5 begleitete Dehydrierung 
zum Cholestenon (XXXII) ist [Sch6nheimer, Rittenberg und Graff (33 ); 
Rosenheim und Webster (45)]. 

Nach Verfiitterung von Cholestenon an einen Hund wurde bei einer 
Grunddiat aus Hundckuchcn im Kot eine vermehrte Ausscheidung von 
Cholesterin festgestellt', bei einer Fleischdiat aber von Koprosterin. 
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Als zweites Zwischenprodukt ist (XXXIII) iuizunclimcn; 

durch VcrfCittcrung von dcutcriuinhaltigein Koprostaiion (K<)]>rostan(>iF 
4 »5<i2i XXXIII, D statt H) cntsteht dciittTiuinhaltig(\s Koprosterin. 
Der biindigc Bcweis fiir die Mdgliehkeit <Ies angcnoninu'nen Keaktions- 
weges wurde schlicBlich geliefert durch Vcrabreichung von Dcutero-A^- 
Cholestenon (XXXII; D am und von Ikntcro-koprostanon (XXX; an 

liaftet D statt H) an cini'U Mensclum. die zu ciner Aussclieidung von 
iDieutero-koprosterin im Stuhl fiihrt. Obwohl in den Ketonen das I)-Atoin 
enolisierbar und daher labil gebunden ist, wird es also bci den Hydrierungs- 
vorgangen nicht ausgctauscht |Anchkl und Schonheimkr (^.7)]. 


CH3 

CH, I 



(XXXI). Cholesterin. (XXXV). Dihydro-cholcstcnn. 


I 

H3C J 

./'Xi/xZ 

i i : 

o 

(XXXII). Choiesteaon. 



(XXXVI). Ailo-choiesterin. 



Weder Cholestenon noch Koprostanon sind bisher allerdings in 
Kdrperoi|[anen oder im Kot aufgefunden worden; ungekiart ist weiterhin 
nodi, ob die angenommene. Debydrierung des Cholesterins zum Keton 



Biochemische Hydrierungen 


55 


im Korper auBerhalb des Darmes stattfindet oder ob sie ebenfalls unter 
der Einwirkung von Darmbakterien vor sich geht. 

Da anderseits Cholestenon auch als Cholesterin ausgeschieden werden 
kann, scheint die Bildung des Ketons aus dem Alkohol ein biologisch um- 
kehrbarer Vorgang zu sein. Zwar enth 3 .lt das Cholesterin von Mausen, 
die mit Deutero-cholestenon gefiittert waren, nur unbedeutende Mengen 
von Deuterium [Anchel und Schonheimer (43)], doch bildet diese 
Tatsachc keinen Beweis gegen die Bildung des Sterins aus dem ungesattig- 
ten Keton im tierischen Korper, da der Umwandlungsvorgang eine 
Reaktion einschlieBen kdnnte, bei der das labil gebundene D entfemt 
wird. 

Im Zusammenhang mit den in fniheren Abschnitten geschilderten 
GesetzmaBigkeiten der Hydrierung ungesattigter Ketone durch die 
Fermente der Hefe ist es von Bedeutung, daB die Dopp)elbindung des 
Cholesterins vor der Absattigung sich verschiebt; vermutlich wird ihre 
Hydrierung erst dadurch mdglich, daB sie bei der Cholestenonbildung 
dem Carbonyl bis zur konjugierten Lage naherriickt. 

In verschiedenen tierischen Organen finden sich stets neben Cholesterin 
auch einige Frozente Dihydro-cholesterin (XXXV), die auch im Kot neben 
dem Koprosterin auftreten. In abgeschlossenen Darmschlingen kann die 
Ansammlung dieses Hydrierungsproduktes vorherrschend werden 
[Schonheimer, v. Behring, Hummel und Schindel (ji). Die Frage, 
ob seine Bildung (die wahrscheinlich in tierischen Organen und nicht bak- 
teriell im Darmlumen stattfindet) direkt aus Cholesterin erfolgt oder ob 
sie ebenfalls fiber Cholestenon vor sich geht, laBt sich noch nicht beant- 
worten. In Analogic mit den geschilderten Verhaltnissen bei den Hy¬ 
drierungen mit Hefe ist der letztere Weg wahrscheinlicher. Die Hydrierung 
einer zum Hydroxyl )^,y-standigen Doppelbindung, wie sie bei der direkten 
Hydrierung des Cholesterins stattfinden muBte, wird S. 62 am Beispiel 
des Androstendions naher besprochen werden. 

h) Zur Frage der Bildung von Gallensduren aus Cholesterin. 

Eine andere, fiir den intermediS.ren Stoffwechsel des Cholesterins 
noch wichtigere Frage konnte ebenfalls durch Anwendung von Deuterium 
als „Kennmarke'* untersucht werden. Es ist vielfach diskutiert worden, 
ob zwischen Cholesterin (XXXI) und den Gallensauren, z. B. Cholsdufe 
(XXXVII) direkte genetische Beziehungen bestehen, derart, daB aus dem 
Sterin durch Oxydoreduktionsvorgange, die unter anderem eine oxyda- 
tive Verkiirzung der Seitenkette herbeizufiihren hatten, die Sauren ent- 
stehen. Nun miiBte eine solche Umwandlung auch eine Hydrierung der 
Doppelbindung des Cholesterins einbeziehen, die eine analoge cis-Dekalin- 
Konfiguration geben muBte, wie im Falle des Koprosterins. Koprostanon 
(XXXIII) ware daher ein wahrscheinliches Zwischenprodukt dieser 
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Reaktionsfolge. Zur Prufung dieser Fragc haben S( honheimer. Kitten- 
B£RG» Berg und Rousselot {j 8 ) einer Reilu* von Hunden mit (rallen- 
fisteln einc Suspension von Koprostanon-4,5*d2 (XXXIII, I) statt H) 
injiziert. In der Galle war zwar ein deuteriuinhal tiger Stoff vorhanden 
(vermutlich das unvcranderte Koprostanon), doch enthielten die gcrei- 
nigten Gallensauren keine Spur Deuterium. Koprostanon kann also im 
tierischen Organismus nicht in Gallensauren ul)ergefiihrt werden und 
daher auch nicht Zwi.schcnprodukt bci der hypothetischen (Jberfiihrung 
von Cholesterin in dicsc Siiuren sein. 

Es wird weiter unten auf die Cberlegungen verschicdener Autoren 
hingcwiesen, die solche dirckten Bcziehungeii iibcrhaupt fraglich er- 
scheinen lassen und eine Synthcse dcr Sterinc, der Gallensauren und 
der steroiden Hormone aus gemeinsamen (rrundstoffen wahrscheinlieher 
machen. 

2 . Gallensauren . 

Biochemische Oxydoreduktionen unter Entfemung von H>'droxyl- 
gruppen in den naturlich vorkommenden (iallensauren sind nicht mit 
Sicherhcit bekannt. Ebensowenig ist bisher die biochemische Hydrierung 
einer ungesattigten Siiure beschricben worden. Durch verschiedene 
Untersuchungen aus dem Arbeitskreis des Physiologisch-chemischen 
Instituts in Okayama (Leiter: T. Shimizu) ist jedoch die Reduktion 
von Carbonylgruppen in verschiedenen Ketocholansaureii bekannt 
geworden. 

Sie interessicrt im Zusammenhang mit der ebcn beriihrten Frage 
der Abstammung der Gallensauren von den Sterinen, da bei einer 
Bildung der ersten aus den zweiten auch eine Epimerisierung des 
^( 3 ) -Hydroxyls stattfinden miiBte, die durch Dehydrierung der 
CHOH* zur CO-Gruppe und folgendc Reduktion zur epimeren Form 
verstandlich ware, so wie im Falle der Cholesterin-Koprosterin- 
Umwandlung. 

Nach Beobachtungen von Shibuva wird Dehydro-cholsdure (3,7,12- 
Triketo-cholansaure XXXIX), wenn sie durch subkutane Injektion als 
Natriumsalz Kroten (Bufo vulgaris japan,) verabrqicht wird, als Oxy- 
diketosaure (XI.) im Ham ausgeschieden. Nach Yamasaki und Kyo- 
GOKU (46, 4J ) hat die Reduktion am Sauerstoff des C-Atoms 3 eingesetzt, 
ebenso wie bei der Veranderung der Dehydro-desoxycholsdure (3,12-Diketo- 
cholan.saure XLIII) im Krbtenorganismiis, die zur 3’‘Oxy-j2-ketocholan- 
saute (XLIV) ftihrt. Bekanntlich reagiert auch bei Reduktionen in vitro 
in Cbereinstimmung damit das Carbonyl an viel rascher als an 
und 

Im Krdtenorganismus entstehen offenbar hauptsachlich die zu den 
natiirlichen Gallensauren epimeren I'ormen, denn das aus Dehydrochol- 
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saure gebildete Keduktionsprodukt ist ausschlieClich J2- 

diketocholansaure (XL), wic sich durch Reduktion ihres Discmicarbazons 
zur (t-j-Oxycholansdure (nog. / 5 -Lithocholsaure) nachwcisen lied [Yama¬ 
saki und Kyogoku (-^7)]. Auch aus Dehydro-desoxycholsatire (XLIII) 
entsteht hauptsachlich die ^-3-Oxy-i2-ketocholansdure (XI.IV), in gcringer 
Menge danebcn abei* auch die cx-Sdure (XLII), welche in Mischkristallcn 
mit den ^-Isomeren erhalten wurde [Kyogoku (48)]. 

Die 3 Monate wahrcnde Behandlung von Dehydro-desoxycholsdure 
(als Losung ihres Natriumsalzcs) mit garender Unterhcfe in Gegenwart 
von Natriumbisulfit liefert reine \-3-()xy-i2-ketocholansdure (XLII), die 
teilweise als Athylester vorgefunden wird [Kim (50)]. Mischkristalle 
aus gleichen Mcngen der und j 5 -Oxysaure entstehen wiederum durch 
Bebriiten mit Hefesaft. Unterwirft man die j-Keto-12-acetoxycholan- 
sdure (XLVII) der Sulfitgarung, dann bildet sich erwartungsgemaB die 
oc-3-Oxy-i2-acetoxy‘Cholansdure (XLVIII), die durch Verseifung Desox\'- 
cholsaure liefert [Kim (51)]. 


O K 
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Eine vorwiegende Bildung des a-Isomeren scheint auch im Organismus 
der Krdte bei der Reduktion der 3 -Keto-j,i2~dioxycholansdtire (XLV) zu 
Cholsaure (XLVI) stattzufinden, welche in allerdings nur geringer Menge 
ungepaart im Ham erscheint [Sihn (55)]. 

Auch im Kaninchenkorper ist die Reduktion von Carbonylgruppen 
beobachtet worden: fi-Dehydro-hyodesoxycholsaure (IL) wird nach Mi* 
YAZi (4g) in jfi-Dioxyallocholansdure (L) umgewandelt. Nach Zufuhr 
von 3 ,7J2-Triketo-cholansdure (XXXIX) (Dehydrocholsaure) soli nach 
Fukui und IsHiDA (57) die Ausscheidung von y-Oxy-3,i2-diketocholan- 
(XXXVIII) erfolgen. 
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Kim (5j) konntc' dii'sc anflallcndt* K^cdiiktion dcs ('^^jd^arlxMiyls 
allcrdings nidit brstiitif^cn; rrst(‘llt4‘ iin Marn von J^avitaniincisi n Tivrcn 
narh V(*ral>r<*i(’!iiinf< von Di'liydnic holsaun’ dit* Aussclicidunf' von Dcsoxy- 
chohuurc (XI-l) fvst, nnd ( brnso nach VVrahrcit lnmi^^ von Dchydro- 
desoxy-cholsiutrc [WAW). I)a(sni(*lit aiiNZUsdilicLkn ist, dab di(‘S(‘Siinn' 
aus dvr Kaniiulu'ni'alh* st'lhst staininl und imr <larans ,,v<Tdranf'r‘ 
wurdc, ist dii* rniwandhin/^ dcr Trik(‘tosaiirt‘ in die I)ioxysann\ wvlchv 
vin(‘ Kntfvrnunj' dvs (‘(^^-Hydroxyls bvdvutt'n wi'irdc*, wolil lun li fra|^- 
wiirdifi. 

I)o('li soil na('h t‘in(T wciten*!! IJntcrsiirlmnf; von Kim (5.7) aiK'li ini 
Organisinus drs McHTscliwc'iiulivns (Jholsaurc zu Dcsoxy-cholsdurc hmIu- 
zivrt w(‘rd(ii kdnnvn, di(‘ in (ialli; nnd Ilarn anftritt. 

Wiihrvnd die crwahnt(‘n Keduklionen iin Organismus d(T Knite 
nnd durcli den Hefejiilz sich also anf dit* V(*randernng (U s r(‘aklions- 
faliigstcn Carbonyls am C-Atom 3 beschninken, erfass(‘n dicse Vorgange 
im KaninelienkdriXT offenbar allc Ketogruppcn. 

Einc Hydrierung bcider Carlionyle fiiidet cbenfalls statt dnrc b (iarnng 
mit Coli-bakterien bei der Dehydro-cheno-desoxychohiiitre (Id), die zii 
dcr Cheno-desoxycholsdure (LII) fiihrt L^iiin (5^)J. Die Dchydro-cholsdure 
(XXXIX) wird hingcgen von den gleichcn Bakterien nnr an (‘inem, und 
zwar auffallenderweise am €^7)-Carbonyl reduziert [Fukui (56)]. Ebenfalls 
y-()xy-jj2-diketocholansdure (XXXVII) cntsteht aus der Triketosaure 
unter der Einwirkung von Proteusbazillen [Mori (5*^) J; die bevorzugtc 
selektivc Hydrierung des €(7)-Carbonyls darf idso als charaktc'ristisch fiir 
Bakterien-reduktionen betrachtet wcrden, da Reduktionen in vitro und 
die im tierischen Organism us an der C( 3 ) -Carbonylgruppe angreifen. 

j, Steroide Hormone. 

Eine besonders eingehende Verwirklichung haben die praparativen 
Moglichkeiten der biochemischen Hydrierung und Dehydrierung in der 
Reihe der Keirndriisenhormone erfahren. Die Oberlieferung ,,phyto- 
chemischer Reduktionen'* des Kaiser Wilhclm-Institutes fiir Biochemie 
in Berlin-Dahlem [Neuberg und Vercellone (59)] land am Mailander 
Istituto di perfezionamente industriale cine Fortsetzung in einem 
Versuch von Vercellone (60) zur Oberfiihrung von Anthradichinon in 
Chinizarin durch g^rende Hefe und in einer Untersuchung iiber die 
Reduktion des Dehydroandrosterons [Mamoli und Verceli.one (6x)], 
der schlieBlich zahlreiche Arbeiten gefolgt sind. 

a) Reduktionen mit Hefe. 

Die grundsatzliche Zuganglichkeit ketonischer Keirndriisenhormone 
fiir die Einwirkung garender Hefe ging bereits aus dem ersten Versuch 
hervor, in dem A^-Dehydroandrosteyon (LVII) mit etwa 20% Ausbeute 
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zum A^-Androstendiol {LVlll) rccluziert werden konnte. Dir gleiche 
Bchandlung des ungcsattigten Diketons, A^-Androstendion (LIX) fiihrtr 
lediglich zur Reduktion des C(,y)-Carbonyls und Bildung von A^-Testo- 
steron{LX), des Tcstikclliormons von Laqukur |Mamoli und Ver- 
CELLONE (62)}. 

Die Unfiihigkrit vom ^(3) -Carlxinyl zur Anlagrrung von Wasserstoff 
ist nicht etwa auf seine Lage im Molekul zuruckzufiihren, wie die Ver- 
fasser zunaehst, aucli infolge dor Unveranderliclikeit von Cholcstanon 
(LXXIV) im Gargoniisch, vcrmutct hatten, sondern auf seine Konjugation 
zu einer bei der (larung nicht hydricrbarcn Doppcibindung. 

Das gesattigte Diketon Androstandion (LV) liefcrt, unter gleichen 
Bedingungen der Giirung unterworfen, zu 75% Iso-androstandiol (LVI); 
auch das C(3)-CarbonyJ kann also Reduktion erleiden, wenn koine Athylen- 
bindung damit konjugicrt ist [Vercellone und Mamoli (6j)j. Krhartet 
wird diese Deutung durch das Verhaltcn A^-Androstcndions (LXl\), 
welches bei der zymochcmischen Reduktion in der Hauptmenge in Iso- 
androstandiol (LXV) und daneben in einer kleinen Menge Testostcron (LX) 
iibergeht [Mamoli und Vercellone {64)]. 

Die zum C(3)-Carbonyl ^.y-standigc Athylenbindung vcrhindert also 
seine Reduktion nicht; iiberraschend ist es, daB sie sclbst abgesattigt wird. 
Die Bildung des Testosterons ist so zu verstehen, daB die Doppcibindung 
sich vor der Enzymwirkung zum Teil nach 4,5 verschiebt; das Ergebnis 
muB dann gleich sein wie bei der Reduktion von A^-Androstendion (LIX). 
Nach» einem Versuch von Butenandt und Dannenberg (64 a) zcigt sich 
auch hcim A^-Androstendion (LXVI) die sperrende Wirkung der Carbonyl- 
konjugierten Athylenbindung. .so daB nur A^-Andro$ten~ol-(iy)-on-(3) 
(LXVII) entsteht. 

Bei den steroiden Ketonen hindert also eine nicht hydrierbarc 
st^ndige Athylenbindung die Carbonylrcduktion durch Hefe in gleicher 
Weise wie bei den einfachen Ketonen (siehe S. 38, Pulegon und Carvon). 

Die zymochemische Reduktion des C^i^^-Carbonyls laBt sich nicht nur 
bei den Abkommlingen der Pragungsstoffe mit IQC-Atomen durch- 
fiihren, sondern, wie zu erwarten, auch in der Gruppe der oestrogenen 
Hormone. 

Aus Oesiron (LXVIII) entsteht (x-Oestradiol (LXIX), der physiolo- 
gisch im ALLEN-DoiSY-Test wirksamste Stoff der Oestrongruppe. Ma¬ 
moli (73) fand es erforderlich. Ester des Oestrons mit niederen FettsSLuren 
der Hefeeinwirkung zu imterwerfen (LXVIII; CHj'CO, C2H5*CO, 
n-CjHt‘CO an Stelle von H), da das freie Phenol unter den von ihm an- 
gewandten Bedingungen nicht befriedigend hydriert wurde. Gleichzeitig 
mit der Reduktion der Carbonylgruppe erfolgt durch die Esterasen der 
Hefe die vollige Abspaltung des Acyls, die insofem iiberraschend ist, als 
veresterte Stoffe der m&nnlichen Hormongruppe, z. B. das Dehydro- 







Hiochcmische Hydricriingcn 


6l 


HO 


O 



(Mil). Aiidn«u‘r<iii. 


() 




Faulnisbakterien 




F^iuinisbakterien 


F^ulnis- 

bakterien 


OH 



(LXll). Aetiocholaaolon. 


(LX1I1). epi-Aetiocboluidiol. 





F. G. Fischer 


62 


androsteron-acetat (LVII, O-CO-CH, statt OH), ohne Hydrolyse 
Wasscrstoff anlagern. Die Bestandigkeit der Ester alkoholischer 
Hydroxyle steht also in Gegensatz zu der beobachteten schnellen Ver- 
scifung der Ester des phenolischen Hydroxyls. 

Doch ist die Vercsterung des Oestrons keineswegs fiir seine Reduktion 
unentbehrlich, wie Wettstein {80) zeigen konnte, der durch Hefe Oestron 
selbst in kurzen Zeiten und mit yoproz. Ausbeute in «-Oestradiol iiber- 
fiihrcn konnte. Die Bildung des 17-epimeren / 3 -Oestradiols scheint, wenn 
iiberhaupt, nur in kleinen Mengen einzutreten. 


b) Hydrierungen und Dehydrierttngen mit Bakterien. 

Die hydrierende und dehydrierende Wirkung von Faulnisbakterien 
auf steroide Hormone ist auf Umwegen gefunden worden: Vercellone 
und Mamoli (65) beobachteten die Dehydrierung von Androstendiol 
(LVIII) zu Androstendion (LIX) beim zweitagigen Schiitteln unter Sauer- 
stoff mit „verarmter‘' Hefe, d. h. mit Hefe, welche durch langeres Lflften 
in zuckerfreier Losung arm an Vorratsstoffen gemacht worden war, und 
glaubten zunachst diese Wirkung auf die Fermente der Hefe zuriick- 
fiihren zu konnen. 
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CH—(CHs), --CH--CH3 
H3C I 



(LXXIV). Cholestanon. 

Durch Dehydrierung mit ,.veraniiter Hefe‘* und nachfolgende Hy- 
drierung mit garender Hefe fiihrten Mamoli und Vercellone (66) 
Dchydroandrosteron (LVII) in A^-Androstendion (LIX) und waiter in 
Testosteron (LX) iiber. Da die Ausbeute 55% betrug, bedeutet diese 
Methodc im Vergleich mit den rein chemischen Oberfuhrungen eine Ver- 
besserung. In der Absicht, die Wirkung tierischer Fermente zu priifen, 
liefien Ercoli und Mamoli (67) A^-Androstendion (LIX) 20 Tage mit 
einem Auszug aus Hengsthoden stehen und wiesen seine Umwandlung 
in Athiocholan-dion-(3jy) nach (LXI). 

Mit dem gleichen Auszug aus Hoden fiihrte sdilieBlich Ercoli (6 ^) 
im Maiiander Istituto sieroterapico Testosteron (LX) durch lot^gige 
Einwirkung in Aihiocholan-oT(J7)-on-(3) (LXII) und waiter durch 
20tSgige Einwirkung in das auchausMannerhamisolierte^^t-^/WocAo/aw- 
diol-f3,17) iiber (LX 111 ). Die Annahme, dalJ diese Wasserstoff-anlagerun- 
gen auf eine „Testis-hydrase“ zuriickzufiihren seien und die weitere Hypo- 
these, daB deren enzymatische Wirksamkeit an den Zustand der Sexual- 
reife gekniipft sein soli, liaben sich niciit best^ltigen lassen. Im Dahlemer 
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Institut fur Biochemie zeigten Schramm und Mamoli (69), daB diese 
Hydrierungen unges^ttigter m^nlicher Wirkstoffe durch Bakterien* 
wirkung eintreten. 

Die Bildung von epi-Athiocholandiol (LXIII) laBt sich in gleicher 
Weise auch mit einem Extrakt aus Schweineovarien erzielen, aber nur 
bei Infektion durch Bakterien, sonst nicht. Hodenextrakte, die durch 
Chloroform oder Toluol steril gehalten oder durch Hitze keimfrei gemacht 
werden, hydrieren nicht [Mamoli und Schramm (71)]. Wohl aber laBt 
sich nach Impfung von Kochsaften mit Faulnisbakterien die Wasserstoff- 
anlagerung an Androstendion, bzw. Testosteron zu epi-Athiocholandiol 
durchfiihren. 

Auch die Dehydrierungen mit ,,verarmter Hefe“ sind hochstwahr- 
scheinlich auf Bakterien-infektionen zuriickzufiihren, da Kulturen von 
aeroben Bakterien, die daraus gewonnen und in Hefewasser gezogen 
wurden, gleiche Dehydrierungen leisten [Schramm und Mamoli (69)]. 
Dehydro-androsteron (LVII) z. B. laBt sich mit vorzuglicher Ausbeute in 
Androstendion (LIX) verwandeln [Mamoli und Vercellone (70)]. 

Die Mitwirkung von Faulnisbakterien bei den vorstehend geschilderten 
Reaktionen wird durch diese Feststellungen auBer Zweifel gesetzt. 

Nach dieser Erkenntnis haben sich Bakterien zur Durchfiihrung 
einiger Hydrierungen und vor aliem auch Dehydrierungen sehr gut 
verwenden lassen. 

Bei der nslheren Untersuchung der bakteriellen Wasserstoff-anlagerung 
an Testosteron (LX) mit absichtlich verfaulten Extrakten aus Stierhoden 
wurde neben dem vorher allein aufgefundenen epi-Athiocholandiol 
(LXIII) in etwa gleichen Mengen auch Iso-androstandiol-(3, ly) (LVI) 
hachgewiesen [Mamoli und Schramm (7^)]. 

Die Hydrierung der Doppelbindung fiihrt also sowohl zur cis-Reihe 
(Athiocholanreihe), als auch zur trans-, d. h. zur Androstanreihe. Diese 
in sterischer Hinsicht verschiedene Wirkung mag auf die wechselnde, 
vom Zufall der Infektion abhangige Zusammensetzung des Bakterien- 
gemisches zuriickzufiihren sein. Die Hydrierung von Androstandion (LV) 
liefert neben kleinen Mengen Diolen ein Gemisch der beiden an C^j^-iso- 
meren Ketoalkohole: iso-Androst>eron i^lW) und Androsteron {Llll), 

Von A^-Androstendion (LIX) ausgehend,* wobei Androstandion (LV) 
wahrscheinliches Zwischenprodukt ist, hat auch Ercoli (7^) mit einem 
wohl Faulnisbakterien enthaltenden Stierhodenauszug Androsteron (LIII) 
erhalten. 

Mit Bakterien aus Hefe laBt sich die oben schon erwahnte Dehydrierung 
von Dehydro-androsieron (LVII) zu Androstendion (LIX) so glatt durch¬ 
fiihren, daB eine Isolierung des Diketons nicht erforderlich ist und nach 
seiner Reduktion mit garender Backerhefe Testosteron (LX) mit einer 
Ausbeute von 80% erhalten wird [Mamoli (72)]. 
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Mit clen girichon Haktcricn aus Hi*fcwass(T aucfi die Drhy- 

drieninp; des C^^j-Hydroxyls von Pref^nenolon (LXX) untcr Hildung von 
40% dcs Corpus luteum-Hormons Pro^esteron (LXXI) statt IMamoli (75) |. 
Der KinfliiU dor Seitenkette wird vom Autor Tiir die ctwas Aus- 

beutc vcrantwortlich gcmacht, so wie beim ('holcstanon (LXXIV) dii* 
Seitenkette die Kcaktionsunfahigkeit des C(3^-Cari>onyls gegen Hide 
und Baktcrien bedingen soli. Bei der Dehydrierung von Mcthyl-androsten- 
dial (LXXII) zu Methyl-testosteron (LXXIII) ist jedoch cine solehe Sldrung 
durch die Mcthylgriippc kaum nachzuweisen, da die Ausbeute 7^% be* 
tragt [Mamoli (76)]. Wahrscheinlich sind es allgemeinere Eigensebaften, 
wie Verteilungszustand und Ldslichkeitsverbaltnisse dieser Stoffe, die 
allerdings auch vom Vorhandensein einer Seitenkette in Cf,^) InieinfluBt 
werden, welche wesentlich die (ieschwindigkeiten dcr Mikroorganismen* 
einwirkung bedingen. 


4. Allgemeine Pemerkunf^en. 

Die Reduktion der Car bony l^ruppe von Steroiden durrh die Kinwirkung 
von Bakterien und Hefe ist an so vielen Einzelbeispiclen gepriift, daB an 
ihrer Verallgeincinerungsmdglichkcit kaum zu zweifeln sein wird. Audi 
in tierischem (k'webe darf die Carbonylreduktion als gi'sirhert iKdrachtet 
werden, auf Grimd der erwahnten Vcrsudie mit Ketogallensauren untl 
untcr Beriicksichtigung des Vcrhaltens fettaromatischer und einfacher 
hydrocyclischcr Ketone. 

Bemerkenswert ist die verschiedene Keaktionsgcschwindigkeit der 
einzelnen Carbonylgrupi:)en der I)i* und Tri-ketocholansauren, die bei 
der Reduktion durch Hefe oder im K6rjx;r der Krdte sich auBert. Die 
mangelnde Keaktionsfahigkeit gegen Hefe der C^jpCarbonyle jener 
Androstendione, in denen cine Konjugation mit einer Doppelbindung 
besteht, findet ihre Analogie im Verbal ten einfacher Af,/I-ungesattigter 
Ketone mit schwer hydrierbarer Doppelbindung (Mesityloxyd, Pulegon, 
Carvon, S. 37); denn auch bei diesen wird durch die Konjugation die 
Carbonylreduktion gehemmt. 

Die Moglichkeit der glatt verlaufenden Dehydrierung von OH- 
Gruppen steroider Alkohole mit Faulnisbakterien aus Hefe, wie sie z. B. 
beim Androstendiol und Dehydroandrosteron durchgefiihrt wurde, ist 
dagegen in Anbetracht der Schwerloslichkeit dieser Stoffe in Wasser sehr 
iiberraschend. 

Es sei daran erinnert, daB schon Wieland, Crawford und Walch {81) 
die Starke Vermehrung von Bakterien beim ,,Verarmen*‘ von Hefe beob- 
achtet und die anaerobe Vergarung von Fumarsaure durch Hefe-suspen- 
sionen darauf zuriickgeftihrt haben, daB weiterhin Sonderhoff und 
Deffner [82) die Wirkung .solcher Faulnisbakterien bei der sauerstoff- 
losen Vergarung der Citronensaure feststellen konnten. 

Portichiitte d. Chetn. org. Natutst. III. 
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Eine AbscUtigung von Athylengruppen in steroiden Verbindungen ist 
bisher weder durch Hefe noch in tierischem Gewebe nachgewiesen worden, 
sondem nur durch Bakterien, sei es im Falle der Koprosterinbildung, sei 
es in den anderen Beispielen aus den Gnippen der Wirkstoffe. 

Der Weg des t)berganges von Cholesterin in Koprosterin diirfte dank 
der aufschluBreichen Methode der Markierung mit Deuterium, jedenfalls 
als einer der moglichen Wege, gesichert sein. DaB die Umwandlung in 
vitro mit Bakterienkulturen aus Kot nicht gel ungen ist (31), konnte darin 
begriindet sein, daB nach den nunmehr gewonnenen Anschauungen ja zwei 
bakterielle Wirkungen erforderlich sind, die vielleicht verschiedene Or- 
ganismen, sehr wahrscheinlich jedenfalls verschiedene Bedingungen 
verlangen, namlich zunSlchst eine dehydrierende zur Bildung von Chole- 
stenon, dann eine Athylen- und Carboriyl-hydrierende zur Bildung des 
Endprodukts Koprosterin. 

In der Gruppe der Keirndriisenhormone uberrascht weniger die Un- 
fahigkeit der Hefe zur Hydrierung der Athylenbindung des zd^-Androsten- 
dions, die in tJbereinstimmung mit der Langsamkeit einer solchen Ab- 
sattigung bei niedermolekularen cyclischen Ketonen mit tertiarem 
Kohlenstoff steht, als daB die mit dem Carbonyl nicht konjugierte Doppel- 
bindung des J®-Androstendions hydriert mid, Dieser einzig dastehende 
Fall wiirde eine nahere Untersuchung zur Feststellung der Moglichkeit 
seiner Verallgemeinerung verdienen. Mit der Beweglichkeit der Doppel- 
bindung, d. h. mit ihrer Fahigkeit zur Verschiebung nach 4,5, ist dieses 
Verbal ten nur in Zusammenhang zu bringen, wenn die Annahme 
gemacht wird, daB eine Hydrierung wdhrend der Verschiebung stattfindet; 
denn nach vollzogener Verlagerung ist die Bindung der Hefehydrierung 
nicht mehr zuganglich. 

Sehr bemerkenswert ist weiterhin die Fahigkeit der Faulnisbakterien aus 
Organextrakten zu Wasserstoff-anlagerupgen an steroide Hormone, u. zw., 
wie erwahnt, auch an Doppelbindungen, die durch Hefe unbenihrt bleiben. 

Wtinschenswert ware eine nahere Charakterisierung dieser Erreger 
und bei kiinftigen Arbeiten die Anwendung definierter Stamme. Das um 
so mehr, als nach Ercoli (79) eine iippige Kultur von B. fluorescens in 
Fleischbriihe im Laufe von 10 Tagen sowohl Androstendion wie Dehydro- 
androsteron unberiihrt lassen soil. Auch eine B. coW-Kultur soil aus 
Androstendion kein Hydrierungsprodukt erzeugen. Vielleicht ist aber 
der Verteilungszustand der Ketone im Kultunhedium, der nach den 
Erfahrungen des Verfassers eine entscheidende Rolle spielen kann, ftlr 
diese negativen Ergebnisse verantwortlich. 

Bekanntlich vermogen Coli-bakterien und einige andere Mikroorga- 
nismen [Dbersicht bei Hewitt (^j)] in ihren Kulturen Redoxpotentiale 
von der Tiefe der Wasserstoffelektrode zu erzeugen und in umkehrbarer 
Reaktion molekularen Wasserstoff zu entbinden. 
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Die Untersuchung weiterer Hydrierungsreaktionen mit Bakterien, 
besonders zur Feststellung ihrer Spezifit^t, wird ohne Zweifel Inter- 
esse haben. 

Bei Betrachtungen uber die Biogenese der Hormone der Keimdnise, 
der Nebennierenrinde und der im Ham ausgeschiedenen Steroide ist 
schon ofters das Stattfinden von Hydrierungen der Carbonyl- und 
Athylengruppen dieser Stoffklassen im tierischen Korper geforder! worden 
[siehe z. B. bei Tscherning {84)]. 

Man hat z. B. angenommen, daB aus den Substanzen der Driise vom 
Charakter ungesattigter Ketone nach Hydrierung von Carbonyl- oder 
Doppelbindung oder beider Gruppen, die im Harn zu findenden Aus- 
scheidungsprodukte entstehen. Androstendion oder Testosteron z. B. 
waren als Muttersubstanzen von epi-Atiocholandiol und Androsteron 
zu betrachten. Aus verschiedenen Griinden ist es hingegen unwahrschein- 
lich, daB die Biogenese der Steroide mit 18, 19 und 21 C-Atomen, so*wie 
der Gallensauren, aus Cholesterin durch Abbau erfolgt [siehe z. B. 
Reichstein (55)]. 

Da ein naheres Eingehen auf diese Zusammenhange hier nicht beab- 
sichtigt ist, sei auf die tFberlegungen von Marker hingewiesen {86, 88), 
der die Cjg, Cj^g und C21 Sexualhormone und die Steroide der Nebennieren¬ 
rinde von einem gemeinsamen Grundstoff, dem Pregnadien-(4,8)-diol- 
(i7,2i)-trion-(3, ii, 20) oder seinem C^^j-Hydrat ableiten mochte, und 
die Reaktionsfolgen zur Bildung der verschiedenen bekannten Steroide 
aus diesem Stoff entwickelt. 

Nachdem bei vielen steroiden Substanzen die Carbonylhydrierung 
durch Hefe und die Carbonyl- und Athylen-hydrierung durch Bakterien 
durchgefUhrt ist, und nachdem im Tierkorper bei einfacheren Athylen- 
Ketonen ebenso das Eintreten beider Reaktionen nachgewiesen ist, 
wird jedenfalls die Mbglichkeit der genannten Umwandlungen nicht zu 
bezweifeln sein, 

Weitere Untersuchungen zur Aufklarung der Biogenese steroider 
Stoffe im Tierkorper werden daher ihr Ziel kaum auf dem* Umwege der 
DurchfBhrung neuer Hydrierungen durch Hefe oder Bakterien zu er- 
reichen trachten. Die eindeutigste Moglichkeit zur Untersuchung des 
Schicksals steroider Stoffe, ihrer eventuellen Umwandlung in den ver¬ 
schiedenen Drtisen und ihrer Ausscheidungsform bietet sich ohne Zweifel 
durch die Methode der Anwendung deuteriumhaltiger Prtifsubstanzen. 

B. Fettsfiuren. 

Die Fragen nach dem Chemismus der Wasserstoff-anlagerung an 
Athylenabkommlinge besitzen wahrscheinlich eine besondere Bedeutung 
ftir die Biogenese der FeUe. Es muB dabei, roh betrachtet, neben den 
carboligatischen Reaktionen eine Umwandlung der CHOH-Gruppen von 
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Kuhlohydniton in dir Clla-Gnipprn von Feltsanren stattfindrn, Fiir die 
Bildung von Slrarinsiiiire aus Glucose, z. B. iniiLUen nach der Brutto- 
jj;k‘i('hunf( 

i U > C,„n,,0, i i6 1^0 

pro Mol Saurr Atonn* WasMTstoff zugefiilirt wrrdi*n. Srtzl man voraus, 
dali dir dabri stattfind(‘ndrn ()xydoreduklionrn sich im Endeffekt alle 
iniKThalb der GliKosrmolrkiik' a!)spiele!), dann ergibt sicb als Bilanz 
dir (drirhung 

CM 3 ^k>0 '| 24 ( O.^, 

aus drr luTVorgrlit. dal 3 j() (iew.>% drr (ilurosr zti lu'ttsaurr w(Tdrn 
k()nnen, wahrrnd 45 Gew.-*),, alb Koblrndioxyd drn Saurrstoff iibrr- 
nohmrn. 

Beinerkonswerterwrisi* fiihrt nach Hakhn und Kinttoi* (S()) drr Pilz 
Endomyces vernalis bri seiner Vrrfrttung 30 35 Gew.-% drs Nalirzuckers 

in Fett iiber und v’crbrrnnt dabri 40% und mehr zu Koblrndioxyd. 

Nun ist schon vielfach und auch Ix'i anderen Stoffklassen darauf 
hingcwiescn wordcn, dab der Aufbau einer Kohlcnstoffkrttr am ehesten 
durch die Annahmc von Kondensationsreaktionen von CarbonyIverbin- 
(iungen, nach dem Muster der Aldolkondrnsation, verstandlich wird: 

H OH n 

—Crr.rO f H -C—CvrrO -(' C -C O -► 

I II III 

-Hj.O -f 2 H H H 

---CruC~C=0-> -C-C C -O usw. 

Ill III 

Die zur Bildung der gesattigten Kette erforderlichc Reduktion wiirde 
nach diesem Schema durch Anlagerung von Wasserstoff an die Athylen- 
bindung erfolgen. 

Wichtige Fortschritte in der Erkenntnis des Fettstoffwechsels sind 
in den letzten Jahren durch die Anwendung von schwerem Wasser und von 
deuterium\i2Migen Fettsauren erzielt worden, die auch gewisse Beob- 
achtungen zur besonderen Frage gebracht haben, ob die in den Fetten 
enthaltenen ungesattigten und gesSlttigten Sauren reversibel ineinander 
iibergehen konnen. Durch Verfutterung von deuteriumhaltigem Fett 
(teiiweise niit D abgesattigtes Leinol) an Mausen haben Schoenheimer 
und Rittenberg (34) nachgewiesen, dafi cine groBe Menge des Nahrungs- 
fettes (20—40%) vor seiner Ausnutzung im Fettgewebe abgelagert wird, 
und zwar auch wenn die Nahrung nur kleine Mengen davon enthalt. 
Diese Assimilation des Nahrungsfettes, die auf dem Wege einer inter- 
mediaren Phosphatidbildung erfolgt [Cavanagh und Rarer (90)], muB im 
wesentlichen von seiner Umwandlung in das besondere Fett des Tieres 
begleitet sein, da bei fettarmer und kohlehydratreicher Kost die Zu- 
sammensetzung des Fettdepots nur wenig durch die des Nahrimgsfettes 
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abgeandert zu werden vermag. Es ist daher anzunehmen, daO die 
D-haltigen Fettsauren der Nahrung in andere Fettsauren umgewandelt 
werden konnen. 

Der V her gang von gesdttigten Sduren in ungesdttigte und umgekehrt 
ist durch folgende Versuchc gesichcrt worden: Nach Verfutterung von 
Deutero-stearinsaure an Mause laBt sich in der Fraktion der ungesattigten 
Sauren des Korpcrfettes der Tiere ein verhaltnismaliig hoher Deuterium- 
gehalt nachweisen (Schoenheimer und Rittenberg (j6)]. Werden nun 
die in dieser Weise erhaltenen D-haltigen ungesattigten Fettsauren 
(Deutero-olsaure) ebenfalls an Mause verfiittert, dann findet sich D auch 
in der Fraktion * der gesattigten Sauren [Rittenberg und Schoen¬ 
heimer (J 9 )]. Obwohl der D-Gehalt der Sauren naturgemaB bei jedem 
Ubergang stark absinkt (namlich jeweils auf etwa ein Zehntel), laBt sich 
doch schlieBen, daB z. B. mindestens ein Fiinftel der gesattigten Ssluren 
direkt aus den ungesattigten entstanden sind, daB D also nicht etwa 
durch Austauschreaktionen mit Verbrennungs-DgO aus der Korper- 
fliissigkeit eingetreten ist. 

Diese nachgewiesene biologische Umwandlung yon ungesattigten 
Fettsauren in gesiittigte und umgekehrt laBt nun verschiedene Deutungen 
zu: 

Die einfachste ware die, daB dem Tierkorper eine direkte (und rever¬ 
sible) Hydrierung der Athylenbindungen ungesattigter Sauren mbglich 
ist. Da bekanntlich bei alien hbheren Olefinsauren des tierischen Or- 
ganismus die carboxyi-enthaltende Molekiilhalfte stets gesattigt ist> 
wiirde das die Hydrierung von Doppelbindungen bedeuten, die durch 
mindestens 8 C-A tome von der charakteristischen Gruppe getrennt 
sind. Eine andere Deutung ware die, daB der reversible Ubergang von 
ungesattigten in gesattigte Sauren eine h'olge von Abbau- und Aufbau- 
vorgange voraussetzt, daB also die Anderung des Wasserstoffgehaltes 
nicht ohne Spaltung und nachfolgende Synthese erfolgen kann. Dabei 
diirften die entstehenden, am Wiederaufbau sich beteiligenden Molekul- 
teile ihres D-Gehaltes nicht durch Austausch verlustig gehen. Bei diesem 
Umbau ware es mdglich, daB die Hydrierungen an Doppelbindungen 
erfolgen, die <x,/?-standig zu einer charakteristischen Gruppe (etwa einem 
Carbonyl) stehen, in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen, die bei der 
Hydrierung von Modellsubstanzen durch Hefe und im Tierkorper ge- 
sammelt wurden. Die genaue Lokalisation des Deuteriums in den ver- 
fiitterten und in den daraus entstandenen Sauren wiirde den Ablauf der 
besprochenen Vorgauge wesentlich klton. 

Uberraschend schnell erfolgt die stetige Emeuerung des Fettdepots 
der Maus, wie durch Verwendung der £)e«fmww-methode in einer anderen 
Untersuchung von Schoenheimer und Rittenberg (37) festgestellt 
wurde. Nach Erhohung des Gehaltes an schwerem Wasser in der Kdrper- 
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flussigkcit dcs Vorsuchsticres liiBt sich fest gebundcnes D in scinem Fett 
nachweisen. Diesc Einfiihning kommt dadurch znstande, daB in schwercm 
Wasst'r das Proton dor ()H-(irupjxin des Zuckers und seiner Spaltstucke, 
der Co-])chydrascn usw. zuni Toil und umkehrbar gegen D ausgetauscht 
wird und daB dieses nun boi den Vorgiingen der Pettsynthese stabil 
eingebaut wird. Die Anwesenheit von D in den Fettsauren kann also als 
Ztnehen ihrer Neubildung bewiTtot werdon. Nach 6 S Tagen wird bci 
kohichydratreicher Kost das Maximum der D-Aiifnahme in die Fett- 
substanz dor Mans (‘rreiclit; schon nach diescr Zeit hat also auch bci 
konstanteni Kdrj)erg(iwieht (‘in Ersatz fast aller iirspriinglichcn Fett¬ 
sauren durch neueiitstandetu' stattgefunden. Ebenso schnell findet ein 
Vcrschwinden der D-ha!tigen Ju*ttsauren statt, wenn die kiinstlichc Er- 
h<)hung des schweren Wassers[)iegels in der Kdr])crflhssigkeit untcrbleibt. 
Im Zustand des Gleichgewicht(*s zwischen dem D-Gehalt der F'ettsauren 
und dem der K()rperfliissigkeit war das Verbaltnis D zu Proton im (ie- 
samtfett etwa ein Siebentel von dem des Mediums. 

Bei ciner Unh^rsuchung der h'ettsynthese (lurch den Pilz Itndomyces 
vernalis in Nahrldsungcn niit gestaffeltem G(‘halt an schwerem Wasser 
linden auch GfiNTHER und Bonhoeffkr (92) ein geringeres Verhaltnis 
von D/H (Fett) zu D/H (Wasser) als .sich nach der Bilanz def Fettbildung 
aus Kohlehydratcn erwarten lieBe. Das ist darauf zunickzufiihren, daB 
H-A tome aus dem Wasser in die organische Subs tan z mit groBcrer Ge- 
schwindigkeit aufgenommen werden als D-Atome. 

Dic'Annahme, daB die Anwesenheit von D in den Fettsauren des 
Mauseorganismus ein Zeichen fur ihre Neubildung .sei, ist nur stichhaltig, 
wenn sein Eintritt durch wiederholte Hydrierung und Dehydrierung schon 
vorhandener Fettsauren au.sgeschlossen wird. Nur durch Anlagerung-an 
die Doppelbindungen bekannter Olefinsauren kann D jedenfalls nicht 
eintreten, denn auch die carboxyl-tragende Molekiilhalfte der D-haltigen 
ungesattigten Sauren, die bei alien hoheren Fettsauren des tierischen 
Organismus bekanntlich gesattigt ist, enthait im gleichen Verhaltnis D, 
wie sich durch ihre Abspaltung als Azelainsaure nachweisen lafit (57). 

Gegen die erwahnte Moglichkeit einer D-Einfiihrung auch durch 
Umbau (d. h. durch partiellen Abbau und Wiedcraufbau) schon vor¬ 
handener Sauren, und nicht nur durch vollige Neubildung, spricht diese 
Feststellung natUrlich nicht. Es sei zur weiteren Stiitze dieser Deutungs- 
mdglichkeit darauf hingewiesen, daB bei der Polysaccharidbildung aus 
Hexosen im Hefepilz [Gunther und Bonhoeffer (91)] imd bei der 
Glykogenbildung im Korper der Ratte [Ussing (pj)] in Anwesenheit 
von schwerem Wasser nicht nur die austauschbaren Wasserstoffatome 
der Zucker-OH-Gruppen sondem teilweise auch die am Kohlenstoff 
haftenden durch D ersetzt werden, — ein Hinweis darauf, daB selbst bei 
diesen Vorgangen nicht nur einfache Wasserabspaitungen zwischen den 
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Monosaccharidmolekiilen vor sich gehen, sondern tiefgreifende Reak- 
tionen, die vor der Synthese zu einem Abbau fiihrcn, etwa zu Triosen. 

Die uberraschende Erkenntnis der stetigen und schnellen Erneuerung 
der Fett-,,Vorrate“ steht ubrigens in Einklang mit den im nachsten Ab> 
schnitt erwahnten Beobachtungen iiber den Eiweifi-Stoffwechsel und 
auch mit anderen Ergebnissen, die durch Anwendung isotoper Elemente 
gewonnen werdcn konnten [Cbcrsicht bei Hevesv (9^) . 

V, Die FermentsySterne biochemischer Hydrierungen, 

Nachdem in dcMi vorhergehenden Abschnitten die bisher erkannten 
GesetzmaBigkeitcn biochemischer Hydrierungen und ihre Bedeutung fur 
die Bildung von Naturstoffen im Vordergrund der Betrachtung standen, 
soil im folgenden einc knappe Obersicht der Fermentsysteme gegeben 
werden, die an der Carbonyl-, Athylen- und Garbimin-hydrierung be- 
teiligt sind. 

I. Die Carbonyl-hydrierung. 

Am genauesten bekannt sind die Fermente der umkehrbaren Um- 
wandlung von Carbonyl-Hydroxyl-Verbindungen, besonders insofem sie 
die Oxydoreduktionen des Kohlehydratabbaues bewirken. Nicht unter- 
sucht sind dagegen bisher die Dehydrasen hoherer Alkohole, z. B. der 
Sterine. 

Mit Ausnahme von einigen, meistens ,,unl6slichen“ Dehydrasen, die 
keine dissoziierende Gruppe zu haben scheinen, ist alien diesen Carbonyl- 
Hydroxyl-Oxydoredukasen gemeinsam, daB sie Co-Dehydrase I oder II 
als prosthetische Gruppe benotigen. [Eine Zusammenstellung siehe z. B. 
bei F. G. Fischer (jj).] 

Die Hydrierung einer Carbonylverbindung B, sei es im unbeeinfluBten 
Zellgeschehen, sei es bei einer zymochemischen Wasserstoff-anlagerung, 
wird also unter dem EinfluB. des Proteins einer Alkoholdehydrase in den 
meisten Fallen durch Oxydoreduktion mit einer Dihydro-Co-Dehydrase 
(,,Co. D. Hg") nach Gleichung ( b ) zustande kommen: 

Protein^ 

а ) AHg 4- Co.D. ^ : . A -r Co D Hj 

ProteiUj^ 

б ) B + Co. D. Hj <- BH, Co J) 

Als wasserstoff-liefemde Stoffe AHg komrhen alle die in Frage, welche 
durch Einwirkung einer Dehydrase nach Gleichung a) Co-Dehydrase 
reduzieren, also z. B. Hexose-phosphat, Triose-phosphat, Milchsaure, 
Athylalkohol, Glutaminsaure. Der Menge nach wird — und nicht nur 
bei den Hydrierungen durch Hefe — als korrelierte Reaktiot) die Dehy- 
drierung des Triose-phosphats vorherrschen [nach Negelein und Br 5 - 
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MEL (95): 1,3-Glycerinaldehyd-phosphorsaure; siehc auch Warburg und 
Christian (96)]. 

Glciche Verhaltnisse herrschen natiirlich auch bei der gegenlaufigen 
Reaktion der Dehydrierung einer Hydroxylvcr bin dung BHa- Die Lage 
des Gleichgcwichtes ist bei alien diesen Oxydoreduktionen von Car> 
bonyl-Hydroxyl-Verbindimgen mit Co-Dehydrasc weit auf der Seite des 
reduzierten Substrats. 

Fiihrt die Dehydrierung des Alkohols bis zur Reaktion mit Sauerstoff^ 
dann verlauft sie nach den gegenwartigen Kenntnissen [vgl. z. B.: 
Lockhart (97), Potter (9^)] von den Dihydro-Co-Dehydrascn in der 
Hauptmenge iiber ,,gelbe Fermente" (Diaphorase) und das Cytochrom- 
system weiter. 

Das mag z. B. dcr Weg der S. 62 erwahnten' aerobcn Dehydrierungen 
steroider Alkohole durch Faulnisbakterien scin. 

2. Die Athylen-hydrierung. 

Die Vorgange der Athylenhydrierung haben bisher nur am Beispiel 
der Hefefermente eine crste Untersuchung erfahren [Fischer und Eysen- 
bach (7)]. Ihre vorwiegende Koppelung mit dcm Kohlehydratabbau 
ergibt sich schon aus der Tatsache, daB in zuckerfreier Losung nur eine 
sehr langsame Absattigung zugefiigter Olefinalkohole eintritt, die fast 
ganz ausbleibt, wenn die Hefe vorher durch ausgiebiges Liiften arm an 
Reserve-kohlehydrateii gemacht wird. 

In gSrenden Losungen mit frischer Bierhefe nimmt die Geschwindig- 
keit der Hydrierung, die am Beispiel des Zimtalkohols von p^ 4—8,5 ge- 
priift wurde, mit steigender Alkali tat stetig zu. Bekanntlich treten be- 
stimmte disproportionierende Vorgange des Zuckerabbaues mit steigender 
Alkalitat ebenfalls starker in Erscheinung. Bei einem Ph von 8,5 ist z. B. 
die normale Bildung von Athylalkohol schon stark zuiiickgedrangt; aus 
der Triose wird zum guten Teil Glycerin, aus Acetaldehyd neben Athyl¬ 
alkohol Essigsaure. Nach den Feststellungen von Euler, Adler und 
Hellstr6m (99) ist das darauf zuriickzufuhren, daC die Geschwindigkeit 
der Dehydrierung der Alkoholverbindungen durch Co-Z5miase mit 
steigender Alkalitat zunimmt, wahrend jene der Hydrierung der ent- 
sprechenden Carbonylverbindungen abnimmt. In alkalischem Medium 
ist also das Gleichgewicht der Reaktion 

Alkohol -f- Co-Zymase Aldehyd -f H,* Co-Zymase 

stark nach rechts verschoben; es steht gewissermaBen mehr „Garungs- 
wasserstoff*' fiber die Dihydro-Co-Zymase fiir andere Reaktionen zur 
Verfiigung. 

Mit Hefe-Mazerationssaften oder auf anderem Wege dargestellten 
Fermentlosungen lassen sich ebenfalls Athylenhydrierungen durchftihren. 
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Nach der Reinigung dcr verschiedenen Fermcntkomponenten ergibt sich, 
daO auBer einem Co-Dehydrase reduzierenden System (nach Gleichung a) 
auch die Anwesenhcit von einem ,,gelben Ferment" erforderlich ist 
(nach b), damit die Absattigung dcs Olefins (nach c) cintritt: 

Protein^ 

a) AHj 4- Co. I). ;r==-rr:± A + Co. D.Hj 

l^rotein des 

b) Co. D. Hg -(- C. G. . . ^ Co.l) -}- Cy.G.H 2 

gelben Ferments 

Athvlcn- 

c) G.G.Hj 4 --► G.G. ^ ^.CH—CH 

* X Hydrasc 

Von der Dihydro-Co-Dehydrase muB also zunachst eine Oxydoreduk- 
tion mit eincr gelben Gruppe (,,G. G.‘‘) eintreten, bevor der Wasserstoff 
die Athylenbindung errcicht. 

Die Reduktion der gelben Allox^ingruppe laBt sich auch mit anderen, 
nicht-enzymatischen Mitteln durchfiihren, z. B. mit Leukofarbstoffen von 
hinreichend tiefem Redoxpotential. Dadurch ist die Mbglichkeit gegeben, 
das ganze System zu vereinfachen und nach Rcaktion c) die „Athylen- 
hydrase" selbst zu untcrsuchcn. Ihre Reindarstellung ist bisher durch die 
groBe Unbcs'tandigkeit in gereinigten Losungen auBerordentlich erschwert 
worden (unverdffentlichte Versuche von Robertson und Roedig). Eine 
Abtrennung der Proteinkomponente und die niihcrc Kennzeichnung der 
gelben prostethischen Gruppe ist noch nicht gelungen. 

Es steht daher z. B. die Frage noch of fen, ob die Oxydoreduktion 
zwischen Dihydro-Co-dehydrase und gelbe Gruppe (Reaktion b) vom 
gleichen Protein katalysiert wird wie Reaktion c, odcr ob zur Wasserstoff- 
iibertragung vom Dihydro-Alloxazin-Derivat auf die Athylenbindung 
eine andere EiweiBkomponente erforderlich ist ? Auch die Fragen nach dem 
Spezifitatsbereich der Athylenhydrasen sind naturgemaB noch unbeant- 
wortet. 

Nur bei einer besonderen Athylenhydrase, der Fumarathydrase, die 
zur Hydrierung von Fumarsaure fahig ist [Fischer und Eysenbach (8, 9)], 
gclang die umkehrbare Abtrennung der gelben Gruppe vom Ferment- 
eiweiB und ihre Kennzeichnung als das im nachsten Abschnitt n^her 
besprochene Alloxazin-Adenin-Dinucleotid [Fischer, Roedig und 
Rauch { 12 )]. 

Die in letzter Zeit durch Untersuchungen von v. Euler, Adler und 
Hellstr5m und femer von Dewan und Green bekannt gewordene 
„Diaphorase", welche die Oxydoreduktion zwischen Dihydro-Co-Dehy- 
drase und verschiedenen Wasserstoff-acceptoren, z. B, Cytochrom a und b, 
katalysiert, ist ebenfalls ein Flavinenzym [siehe auch Lockhart (97) 
und Potter (g8)]. Sie ist bisher aus dem Herz- und Skelettniuskel ver- 
schiedener Saugetiere und aus Hefe gewonnen worden. Es ist wahr- 
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scheinlich, daB ihre nahere Untersuchung eine Aufteilung in verschiedene 
Fermentkomponenten bringen wird [cine Obersicht iiber gelbe Fermente: 
F. G. Fischer (13)]. 

3. Die Hydrierung der Carbimin-Bindung. 

Die Wasserstoff-anlageruiig an die Carbimingruppe, bzw. ihre Urn- 
kehrung, die Dchydrierung von Aminogruppen, wird in den zwei bisher 
naher untersuchten Fallen von Fermentim mit verschiedenen prostheti- 
schen Gruppen l>ewirkt. 

Das losliche Ferment, welches die Spiegelbild-isomeren der naturlichen 
Aminosduren mit Sauerstoff zu Ketosauren dchydriert, ist ein gelbes 
Ferment; es wurde von Warburg und Christian (ioo) in Proteinteil 
und prosthetische Gruppe zerlegt, die beide unwirksam, sich wieder zum 
wirksamen Ferment verbinden lassen. Die prosthetische Gruppe hat die 
Zusammensetzung eines Dinucleotids aus Kiboflavin-phosphorsaure und 
Adcnylsaure (nach Warburc; und Christian: Alloxazin-Adenin-Dinu- 
cleotid) und diirfte tatsachlich als Dinucleotid aufgebaut sein. Jedenfalls 
laiit sich Adenosin-5-monophosphorsaure daraus abspalten [Abraham 
(loi, 102)]. 

Die Reversibilitat der Oxydoreduktion a) mit der gelben Gruppe 
(„G. G.“), der eine nichtenzymatische hydrolytische Zeriegung der 
Iminosaure in Ketosaure und Ammoniak h) folgt, ist von Das und Euler 
(103) nachgewiesen worden. Das Gleichgewicht liegt weit nach links 
verschqben, auf der Seite der d-Aminosaure. 

a ) R,:CH NHj -h GXi. > R,:C=NH + G.G.Hj 
h) R,;C=NH + H ,0 4:“^ R 2 :C ==:=0 -f NH, 

Im Gegensatz zu diesem, nur d-Aminosauren angrcifenden Ferment 
enthalt die auf l(+)-Glniafninsdure spezifisch eingestellte Dehydrase als 
dissoziierende Gruppe Co-Dehydrase, und zwar je nach ihrem Ursprung 
Co-Zymase oder Co-Dehydrase II. Das Ferment aus hoheren Pflanzen ist 
spezifisch auf Co-Dehydrase I, das der Hefe und der Coli-bakterien spe¬ 
zifisch auf Co-Dchydrase II eingestellt, wahrend das der Leber mit beiden 
Co-Dehydrasen wirken kann [v. Euler und Mitarbeiter (jo^— ro6)]. 
a) Rj:CH -XH, 4 - Co. D. R,:C=::NH H- Co. D. H, 
b) K,:C=NH -f H,6 4-^ K,:C =0 -h NH, 

Auch hier folgt der Reaktion a) eine nicht-enzymatische, reversible 
Hydrolyse der Iminosaure b), so daB schlieBlich Keto-glutarsaure und Am¬ 
moniak Endprodukte der Dehydrierung sind. 

Das Gleichgewicht zwischen Co-Dehydrase und Glutaminsaure in 
der umkehrbaren Oxydoreduktion liegt weit nach links. 

Dieser Bindung von Ammoniak in das Molekiil der Glutaminsaure 
und vielleicht auch der As|>aragmsaure, f(ir die ahnliche Verhaltnisse 
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nachgcwieson wordcn sind, konimt offcnhar ciiu* hohc* Bcdoutiing fiir 
die AminosilurcsyntlK'se ulxThiiupt zu, da hi'ido Aniiii<)-(lic'arl)()ns;liireii 
auf andcrc Ketosauren ihn* Aminognippo feniK'ntativ iihortragen. wobci 
sit* sclbst zii Kcto-glutarsaurc, hzw. Kcto-bcTiistt'iiisaurr werden i Kkits- 
MANN lind BrAIINSTKIN (/07, /0(V) |. 

DahcT kdnnte die; Hinloreinandersrhaltiuig von Aniino-dirarbonsaurc*- 
synthose und Uinaminierung oinen wirhtigen. fiir viclt* Zollarton gtlaufigoii 
Weg ziir Hildung von Aminosauren aus Aininoniak imd Kc'tosilun*!) 
elarstcllen. 

Die; Ziisammenliangt* zwischen llmaminit'rung und (k‘n dabri sichiT 
stattfindenden Oxydon'duktionen der Amino-Imin()-('frup|H*n sind ini 
cinzelnen nodi ni< ht bekannt. 

Eino sdindlc und fortwahrendc* Dcsaininierung und Aininierung, 
die den Austauscli von Stiokstoff unter den AniiiK^sauren /nr b'olgc hat, 
findet jedenfalls im tierisdu‘n Organismus statt. wie sidi niit Hilfe dcr 
Methode dcr Kcnnzcichnung mit isotopen Elemi‘nten liat narhweis(!n 
lasscn [ScHciNHEiMKR und Mitarbeiter (^^). Nowie friihen* Arbeitenj. 

t)cr bundigstc Beweis wurde durch VVrfiitterung von l-Ixiicin mit 
einem erhdhtcn Gchalt an zwei verschied(*nen lsotopi‘n, namlidi an 
Deuterium (in der Kohlenstoffkette geliunden) und an dem Stic kstriff- 
isotopen N*^. An die 60% d<'s isotojx'n Stickstoffes wurden in das (iewelx*- 
eiweiB der crwachsencn, in Stickstoffgleidigcwicht gdialtenen Ratten 
eingebaut. Alle daraus isolierten Aminosiiuren, mit Ausnahme von 
Lysin, enthieltcn in heiheren Konzentrationen. In dem isolierten 
Leucin hat natiirlich der D-(iehalt des verfiitterten durdi Verdiinnung 
mit gewohniichem Leudn abgenommen, doch im Vcrhaltnis weniger als 
der N^*-(khalt. Die Kohlenstoffkette des Lcucins (durch D markiert) 
hat also sicher ihr Stickstoff (durch markiert) zum Teil abgegebcn 
und anderen, ,,normalen*‘ Stickstoff eingebaut. 

Diesc stetige und rasche Umaminierung der Aminosauren des EiweiB 
setzt unter anderem eine fortwahrende Offnung der Peptidbindungen in 
den Proteinmol^ulen voraus. Sie zeigt ihre iiberraschende Reaktions- 
fahigkeit und weist auch auf die Bedeutung und Haufigkeit von Oxydo- 
reduktionen hin, deren Ablauf fiir den Stoifabdau und die Energiegewin- 
nung nur zum geringsten Teil erforderlich ware. 
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GallenfarbstofFe. 

Von W. SlEDBL, Mtinchen. 

I. Einleitung. 

Die roten Blutkorperclu'n, und zwar sowohl die kernloseii des Menschen 
und der Saugetiere wie die* kernhaltigcn der Vogel werden standig neu- 
gebildet und gehen nach einer l)estimmten Lebenszeit fortlaufend wieder 
zugrunde. Mit diescr sog. ,,Blutniauserung“ (vgl. S. 86) auf das engste 
verbunden ist der Hani()globin-stoffw(,'chsel und damit der Aufbau und 
Abbau der prosthetischen Komponentc dcs roten Blutfarbstoffs. Wahrend 
liber den Mechanismiis dcs Aufbaues dieses b^arbstoffs, der vornehmlich 
im Knochenmark .stattfindet, noch keinerlei exjxTimentell gestutzte 
Erkenntnisse vorliegen, ist dagegen in den letzten vier Jahrzehnten ein 
weitgehender Einblick in den Ablauf der Abbaureaktionen des Hams 
bzw. Hamatins gewonnen worden, und zwar durch die Untersuchung der 
Gallenfarbstoffe. Diese Farbstoffc und ihre Leukoverbindungen stellen 
die direkten Abbau- oder besser Umbauprodukte des roten Blutfarh- 
stoffs dar. 

Wahrend bisher mit dem Begriff ,,Gallenfarbstoffe*' immer die Vor- 
stellung eines Verbindungstyps, bestehend aus den vier Pynrolkernen 
des Porph3a*inringes — lediglich in lincarer, statt in ringformiger An- 
ordnung — verkniipft war, ist in neuester Zeit durch die Untersuchung 
des Mesobilifuscins bzw. dcs Bilifuscins sowie des Pentdyopents der 
Begriff erweitert und auch auf zweikernige Pyrrolderivate ausgedehnt 
worden. Mit dem Ausdruck ,,Gallenfarbstoffe werden nunmehr im weitesten 
Sinne die im allgemeinen durch die Galle ausgeschiedenen Abbauprodukte 
des Blutfarbstoffs bezeichnet. Zur Charakterisierung der vierkemigen 
Verbindungen vom Typ des Bilirubins gegenuber den zweikernigen wird 
zweekmaBig der Ausdruck ,,Bilirubinoideee verwendet. 

Im folgenden werden nach einer kurzen Darstellung der Physiologic 
der Gallenfarbstoffe die Konstitutionserforschung dieser Pigmente sowie 
ihre wichtigsten Erkennungsreaktionen und deren Mechanismen ge- 
schildert. Die Verbindungen selbst werden entsprechend der oben ge- 
gebenen Begriffsbestimmung eingeteilt in vierkemige und zweikernige. 

Fortschritte d. Chem. org, Naturst. III. 
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Bci UntiTtciluiiK (U r vicrkmiigen I P rivate ist die stren^< s\ sU niatische 
Eintoilung zuguiisten der ZwcrkmaBigkeit iind dcs besseren VcTstand- 
nisses der Konstitutionserforsrimng ziiriickgestcllt. Der Schwerpunkt 
der Darstellung liegt auf deni ehcniisdi-konstitutioncllcn (icbict. 

Auf alterc ziisammenfassende Abhandlungen liber (iallenfarbstoffe 
wird zu Beginn des lateraturvcrzeiehnisses liingewie^en (S. 133). 


II. Vorkommen der Gallenfarbstoffe, Bildung und 
Ausscheidung. 

1. Bildung des Bilirubins. 

Die stnikturchemischc Erforschung der Gallenfarbstoffe hat ihren 
Ausgang vom Bilirubin genoinmen, das als eines d(*r ersten Produkte 
der Umwandlung des Blutfarbstoffs zusarnnien niit dem Biliverdin in 
der Gallc auftritt. Es findet sieh jedoch auch im Blutseriini, bei Ikterus 
im Harn und in den GcwcIk'h und schlielilich in Blutextravasaten und 
Cysten. 

Was die 1 ^'eststellung des Ortes der Biliruhinbildnng betrifft, so ist sie 
in den letzten zwanzig Jahren ein heiB unistrittenes Problem der ex- 
perinientell-pathologischen J^'orschung gewesen. R. Virchow (2^4) hat 
1847 dureh die I'eststcllung, daB die in Hamatomen bzw. BJutextra- 
vasaten von Leiehen vorkommenden Hamatoidinkristalle in chemischer 
Hinsieht die Eigcnschaften des Bilirubins zeigen, erstmals bewiesen, 
daB Bilirubin auch auBcrhalb der Leber entstehen kann und nicht nur 
innerhalb dcrsellxm, wie man bishin glaubte. DaB das Hiimatoidin tat- 
sachlich niit dem Bilirubin a us (jailensteinen identisch ist. wurde 1923 
von H. Eischkr und E. Reixdkl (6^) nachgewiesen. Von A. R. Rich 
und J. H. Bumstkad (21S) ist dieser Befund bestatigt worden. Im gleichcn 
Sinne wie Virchow zeigte 1888 E. Neumann (205), daB Hamatoidin vor- 
wiegend dort entsteht, wo das Blut der Einwirkung leliender (iewebe 
entzogen ist und daB das Auftreten des Hamosidcrins {b'c-EiweiBkomplex, 
entstanden aus Hiimoglobin bei Bildung der Gallenfarbstoffe) \’orwiegcnd 
an die Tiitigkeit der Bindcgewcbezellen gebunden ist. 

Trotz dieser eindcutigen Eeststellungcn eincr extrahcpatisciien 
Bilirubinbildung gerieten diesc Befunde auBer Bcachtung. An ihre Stelle 
trat fiir lange Zeit das Primat der Leber bei der Gallenfarbstoffbildung. 
hauptsachlich gestutzt durch die Untersuchungen von B. Naunyn und 
O. Minkowsky (19^). Ihre Lchre fuBt auf dem E)xjxjriment, daB blut- 
korpcrchcn-zcrstbrendc Giftc (Toluylendiamin, Arsenwasserstoff) bei 
entlebcrtcn Gansen nicht zu Ikterus, also nicht zu eincr Gallcnfarbstoff- 
produktion fuhrten, wahrend dicse Ciiftc liei gesunden Tieren schwersten 
Ikterus zur Folgc haben. 

Diese Ansicht wurde durch die Versuche von (L H. Whipple und 
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C. W. Hooper (^69) erschiittert. Sic konntcn zeigen, daO nach intra- 
vetidscr Injektion von l^ackblut bci Hundcn, deren Leber durch Anlegen 
eincr EcKschcn Listel und Untcrbindung der Artcria hepatica aus dcm 
Krcislauf ausgeschaltct war, im Serum eine cben so groBe Bilirubinmcnge 
auftrat, als bcim nonnalen Tier. Die Lehre von der extrahepatischcn 
Bilirubinbildung gewanu dann weiter durch die Untersuchungen der 
Schule L. Aschoffs (5), vor allem J. W. McNehs (795, 1^4) wciteren 
Boden. Diese Forscher sowie auch (L Licpehne (779) zeigten, daB die 
Gallcnfarbstoffbildung an ein System von Zellen gebunden ist, die an 
vielcn Stellen des Korpers anzutreffen sind, spcziell in der Leber, aber 
auch im Endothel dcr PfortaderkapUJaren, im Reticulum der Milz, im 
Knochenmark, in den Lymphknoten — ganz allgemein im retikuloendo- 
thelialen System. Den endgiiltigen Beweis fiir die extrahepatische Bili- 
rubinbildung haben schlieBlich F. C. Mann und T. B. Magath {i8y — i8g) 
erbracht, dcnen die Totalexstirpatien der Leber bei Saugetiercn gelungen 
ist. Injektion von Hiimoglobin fiihrte auch bei diesen leberlosen Tieren 
zu einer Vermehrung des Scrumbilirubins. An diesen Befunden andert 
sich auch dadurch nur wenig, daB E. Melchior, F. Rosenthal und H. 
Light (795) sowie E. Enderlkn, S. J. Thannhauser und M. Jenke (42) 
nachweisen konnten, daB ein Tcil dieses gelben Seirumfarbstoffs nicht 
Bilirubin, sondern ein neuartiger l^'arbstoff ist, den sie ,,Xanthorubin'‘ 
nenncn. 

Somit endetc der Streit um den Ort der Bilirubinbildung damit, daB 
zwar eine extrahepatische Bilirubinbildung zugegeben werden muB, 
in ihrcm AusmaB aber steht sie betriichtlich hinter derjenigen innerhalb 
dcr Leber zuriick. 

Erganzend zu diesen Untersuchungen. die sich alle auf die Bilirubin¬ 
bildung in Extravasaten oder auf den EinfluB von bestimmten Organen 
auf den Blutfarbstoffabbau bezichen, muB auch dcr Nachweis der Bili¬ 
rubinbildung im stromenden Blut angefiihrt werden, der von Ch. M. 
Jones und B. B. Jones {142) erbracht worden ist. Die Bildung von 
Bilirubin aus Hamoglobin, das in vivo infolge HSmolyse aus den Erythro- 
cyton au.sgetrctcn ist, findet nach den Untersuchungen von E. S. London 
und L. j. Krvzanowskaya (183) mcist in der Mjlz statt. 

SchlieBlich .sci auch noch kurz auf die Bilirubinbildung auBerhalb des 
Organismus — also in vitro — eingegangen. So konnte A. R. Rich (277) 
zeigen, daB durch lebende Gewebekulturen, wclche phagocytare Elemente 
irgendeines Gewebes mcsodermaler Herkunft enthalten, Hamoglobin 
in Gallonfarbstoff verwandelt wird. Desgleichen bildet Milzgewebe 
von Hiihnercmbryonen aus gelastem Hamoglobin Bilirubin (247, j6). 
Ebenso ist nach A. v. Czike (30) Bilirubinvermehrung nachzuweisen, 
wenn in Citrat- oder Hirudinplasma steril aufgefangencs Blut 24 Stunden 
bei 37" steht, Desgleichen konnte auch M. Engel (43) bei der sterilen 
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Autolyse von Rinderblut bei 37 eine Vermehrung des Bilirubins im 
Plasma feststellen. 

Die Frage, ob das Bilirubin in dcr Leber aus intaktem Hamoglobin 
gebildet wird, oder ob die Umwandlung iilx^r das Haniatin lauft, ist noch 
nicht endgiiltig zu beantworten. Wahrend auf dcr eincn SeiteTH.BRUGSCH 
und Mitarbeiter {24 — 26) bei Haminbclastungsversuchen festzustellen 
glaubten, dal 3 die Bilirubinbildung iiber das Hama tin verlauft, konnten 
auf der anderen Seite sowohl A. Gitter und L. Heilmeyer (hi) wie 
R. Duesberg (j7 ) cine Bilirubinentstehung aus Hamatin im mcnsch- 
lichen Organismus nicht nachwcisen. Dagegen konnte gezeigt werden, 
daO bei Hamogiobininjektion im Ascites groBe Mengen von Bilirubin 
in kurzer Zeit gebildet werden. 


2. Umwandlung des Bilirubins im Organismus. 

Von der Leber aus gelangt das Bilirubin in die Gallenhlase, nach den 
Untersuchungen von H. P 2 pptnger (46) sowie A. Adler (/) etwa in 
taglichen Mengen von 0,25—0.37 g. Mitunter wird in der Galle ein Tcil 
des Bilirubins zum griinen Biliverdin oxydiert. Dieses verursacht dann 
die Griinfarbung des Galleninhalts. Die Frage, ob Bilirubin durch die 
Wand der Gallenblase resorbiert wird, ist schon mehrfach bearbcitet 
und durch neuere Untersuchungen von M. Royer (221, 222) in positivcm 
Sinne entschieden worden. 

Von der Galle aus wird das Bilirubin in den Darm ergossen, wo es zum 
Urobilinogen und Stercobilinogen reduziert wird. Erst durch sekundare 
Reaktion — meist an der Luft — entstehen aus diesen Leukoverbindungen 
wieder die gelben Farbstoffe Urobilin und Stercobilin (S. 114), die an 
ihrer intensiven Huoresceiizreaktion mit Zinksalzen leicht zu erkennen 
sind. 

Der Beweis, daB Urobilin und Stercobilin bzw. ihre Leukoverbindungen 
tatsachlich aus d(im Bilirubin entstehen, wurde in grundlegenden Ver- 
suchen von Fr. v, Mi^ller (202, 203) 1892 erbracht. Er zeigte, daB bei 
vollstandigem VerschluB des Ductus choledoch us, also bei fehlendem 
BilirubinzufluB zum Darm, Urobilin oder Stercobilin bzw. ihre Chromo¬ 
gene in den Ausscheidungen nicht nachzuweisen sind, daB aber bei der 
Einfiihrung von (jallc per os sowohl im Harn wie in den Faeces die Uro- 
bilinoidc bald auftreten. Ebenso fuhrte er Bilirubin durch Darmbaktcrien 
bei AusschluB von Luft in Urobilin fiber, in Untersuchungen, die von 
H. Kammerer und K. Miller (143) auf breiter Basis fortgesetzt worden 
sind. Der chemische Beweis fiir die Abstammung der Chromogene vom 
Bilirubin ist von H. Fischer und 1 '. Meyer-Betz (jo) durch die Identifi- 
zicrung von Urobilinogen mit dem durch Amalgamrcduktion des Bili¬ 
rubins erhaltlichen Mesobilirubinogen erbracht worden. 
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Diescr sog. cnterogenen Theorie der Urohiliiihildung, die aucli von 
E. Salkn und B. Enockson {226) vertreten wird, stehen Befunde gegen- 
iiber, so von E. Fisculkr und MitarfK'itern {loS, /09), narh dencn das 
Urobilin aurh auBerlialh des Darmcs im intcTinediaren Stoffwcchscl 
gcbildct werden kann. Hierh(»r gelu’irt aiu h di(* Annalune einer hamato- 
gcncn Urobilinbildung [L. Hkilmkykr und W. C)Uli<; (124)] sowie einer 
histogenen. SchlicBlich ist aucli cine hepatische Urobilinbildung nach- 
gewiesen worden. Eingehend erortert werden diese Verhaltnissc in den 
Abhandlungcn von F. Meykr-Betz (197), b'. b'is( hler (k)^) und von 
H. Halbach (112). 

Eine vermchrtc Urobilinogen- bzw. Urobilin-ausscheidung wurde bei 
den verschiodensten Krankheiten festgestcllt, so liei Scharlach, Tetanus, 
Malaria, Tyjihus, Diabetes, Blutcrgiissen in das (jcwcIk*, jxTnicidser 
Aniimie, Hamogloliinurii* und hamolytisc hein Ikterus, also hauptsachlich 
bei Erkrankungen, die einen erhdhten Zerfall von roten Blutkorperchen 
zur F\)lge haben. 

Ein Tcil des Uro- und Stercobilins l)zw. ihrer Chromogenc wird vom 
Darm aus resorhiert, gclangt in den internicdiaren Stoffwechsel, wird 
im allgemeinen dun'h die Pfortader der Leber zugefiihrt und von dort 
aus wieder in den Darin transjxirtiert. P. (). McM aster und K. Elman 
(192), Th. Brugsch und K. Kawashima {25), sowie M. Wlntkrnitz (270) 
nehmen in der Leber einc Kesynthese von Bilirubin aus den Chromogenen 
an, cine Auffassung, die allerdings vom (hemisdien Standpunkt aus 
kaum haltbar ist [vgl. auch K. Felix und H. Mokbus (48)]. Nur ein 
kleiner Teil der Urobilinoide und ihrer Leukoverbindungen gelangt im 
normalen Organismus durch die Niere zur Ausscheidung, im allgemeinen 
sind es nur Spuren. Die Gesamtausscheidung der genannten Verbindungen 
unterliegt auBerdem noch starken Tagesschwankungen, die in Ab- 
hangigkeit von der Nahrung stehen. 

Tritt eine vermehrte Ausscheidung von Urobilinogen bzw. Urobilin im 
Ham auf, also eine Urobilinogen- oder Urobilinurie, so ist dies als der Aus* 
druck einer Storung der Leberfunktion, einer Insuffizienz dcr Leber an- 
zusehen und wird auch klinisch irti Sinn einer Lebererkrankung gewertet. 
So finden sich die Urobilin- bzw. Stercobilinwerte im Ham erhoht: bei 
hamolytischem Ikterus, Stauungsleber, Lebercirrhose, katarrhalischem 
Ikterus sowie carcinomatdsen Erkrankungen dcr Leber und der Gallen- 
wegc, aber auch bei Vergiftungen, die sich auf die Leber auswirken, so 
mit Kohlenoxyd, Phosphor, Alkohol, Blei, schlicBlich bei der Chloroform- 
narkose [M. Royer (220)]. 

Es sei betont, daB iiber alle diese Erscheinungen eine auBerordentlich 
groBe Anzahl von Untersuchungen vorliegt. Eine Bcsprechung dieser 
Arbeiten wiirde den Rahmen dieser Abhandlung weit iiberschreiten. 

In neuerer 2 ^it sind nun durch die Auffindung des Myohilins durch 
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G. Meldolesi, W. Siedel und 11 . Moi.ler (196) sowio dunii die daran 
anschlicBcndc Hearbeitung (U's Bilifmcim bzw. Mosobilifiisciiis durch 
W. Siedel und H. Muller (sjy), ferner des Fcntdyoi)cnts dun h K. Bin- 
GOLD und H. Fischer und Mitarbeiter {21, g8, loy) weitcre Umwand- 
lungsmechanismen des Blutfarbstoffs aufgefundcn worden, die zu zwei- 
kemigen Pyrrolderivaten fiihrcn. Aus diesen llntcrsuchiingen ergibt 
sidi, daU in dor Cialle bereits das zweikernige Bilifusein vorlianden scin 
muB, das iin Dann dann zu Mesol)ilifuscin reduziert wird. Bei Muskcl- 
dystrophie kornnit es sehlielilich an Eiweili gebiinden als Myobilin in 
den Faec(!s vor. Ini Harn ist es noeh nicht gefunden wordeii. J)ort tritt 
nun — besonders unter patliologischen Verluiltnissen das Pentdyopent 
auf (S. 130), das aucli im Blut in goringer, alKT konstanter Menge vor- 
handen ist. Es ist vor allem bei Prozessi'ii g(‘funden worden, die init 
Bilirubiniirie und IJrobilinurie einhergehen. Es tritt nicht auf Ixi jx^rni- 
cidser Anamie. Nach K. Bingold (21) wird das Pentdyo|)ent in dcr 
Nicre gebildct. Wenn dort das Blut dun h Abtrennung der Katalasc 
seinen Schutz gegen das Hydroperoxyd verliert, wird es durc'li die Oxyda- 
tionskrafte der Niere zum Pentdyopt'iit aufgcspaltc'ii. 


3, Zur Bilanz des BlutfarbstofFwechsels. 

In sehr muhcvollcn Arbeiten wurde versucht, eine (Ibersicht iiber die 
Bilanz des Blutfarbstoffwcclisels zu gewinnen. Die Versuche sind vor 
allem Von H. Eppinger und D. Charnas (4^), Th. Brugsch und K. Retz- 
LAFF (26), K. Paschkis {2ij)y C. J. Watson und besonders von L. Heil- 
MEYER und Mitarbeitern [118,126) durchgefuhrt worden. Sic werden 
eingehend von C. J. Watson (Handbook of Hematology 1938) diskutiert. 
L. Heilmeyer berechnet .so aus einer taglichcn Ausscheidung von 150 mg 
Urobilin beim Menschen einen 2 Serfall von rund 3,6 g Hamoglobin. Das 
bedeutet bei Vorhandensein von etwa 700 g Hamoglobin im Normalfall, 
daB innerhalb 194 Tagen das gesamte Hamoglobin erneuert wird. Im 
allgemeinen nimmt man heute als Lebensdauer der Erythrocyten 140 bis 
160 Tage an. Andere Angaben stiitzen sich auf die Eisenausscheidung; 
da aber gerade das Eisen im Kdrper stark zuriickgehalten wird, sind sie 
von geringem Wert. Uberhaupt sind alle Schliisse nicht bindend; und 
zwar, weil erstens die quantitativen Methoden zur Erfassung der Gallen- 
farbstoffe noch nicht geniigend durchgebildet sind und zweitens, weil 
man nicht weiB, ein wie groBer Tcii der Zwischenprodukte im Darm 
riickresorbiert wird und welches sein weiteres Schicksal ist. SchlieBlich 
sind.— imd das ist ausschlaggebend — das Pentdyopent und das Meso- 
bilifuscin als normale Blutfarbstoff-abbauprodukte noch gar nicht be- 
rUcksichtigt worden. Weitere Untersuchungen iiber die Bilanz der Blut- 
mauserung vgl. R. Hansen (i/j). 







III. Vierkernige Gallenfarbstoffe (Bilirubinoide). 

1. Bilirubin, Mesobilinibin,.Dihydro-bilirubin. 

Das Bilirubin findet sich in gut isolierbarer Form (als Calcium- und 
Magnesiumsalz) in den Gallenkonkrementen. £s ist auch aus diesen, 
imd Ewar aus Rindergallensteinen, erstmals von G. Stadeler ( 243 ) 
kristallisiert gewonnen worden. Spater ist es von H. Fischer {^9) auch 
aus menschlichen Gallensteinen isoliert worden, SchlieBlich konnten, 
H. Fischer und F. Reindel ( 68 ) das Bilirubin mit dem ,,Hamatoidin*' 
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idcntifizuTon (S. 82). In gutcr Ausbcutc winl cs nadi J. 1 ). Porsche 
und Mitarb. (272) uninittolbar aus (iallo gewonnen. 

Das l^ilirubin kristallisiort aus Chloroform in orangcgolbcn moiioklinon 
Tafeln, aus Dinudhylanilin in rotbraunen Saulcn. (icreinigt winl cs am 
Ixistcn nachW. Ki^stkr (755) ubcr das „Bilinibin-ammonium“ (756, 759). 
Auffiillig ist, dab das Bilirubin sich mit Alkohol-Chlorwasscrstoffsaurc 
nicht vcrestcrn liilit, wold abcr mit Diazomcthan. Nac h W. Kustkr {13S) 
wird dann cin Gcmisrh zwcier Methylcster crhaltcn. 

Obwohl das Bilirubin sich in scinen Eigenschaften - vor allcm durch 
das Eehlcn des komplex gcbundcncn Eisens woitg(*hcnd vom Hamatin 
unterscheidet, konntc schon W. Kustkr (14S) zcigcn, dab cs zu diesem 
noch in nahcr Bezichung stfdit. Er erhicli bei der Oxydation mit Chrom- 
saurc aus bcidcn Substanzcn das glcichc Abbauprodukt, die Hamatin- 
siiurc (I). Die weit’eren Zusammenhiingc sind dann durch die cingclumdcn 
Untcrsuchungcn von H. Fischer und Mitarb. nahcr gckliirt worden. 

II^C^ CH^CHa-COOH M3C 

0—1 L() oJ. )=:rO 

NH NH 

(I). Hamatins.inrp. (II). Methyl-alhvi-inalciniinid. 

Ausgehend von den Vcrsuchen von R. Maly {183;) unterwarf 
H, Fischer (^9) das Bilirubin der Reduktion mit Natriumamalgam 
und erhiclt cine farblosc Verbindung, das Mesohiliruhinogen (urspriinglich 
Hemibilirubin genannt), das als Lcukoverbindung der Galienfarbstoffe 
angcselien werden mub. Wahrend nun bei der Oxydation von Bilirubin 
neben der H^atinsaure kein basisches Imid gefabt werden konnte, 
gelang es beim oxydativen Abbau des Mesobilirubinogens (57) neben der 
Hamatinsaure das MethyFathyl-maleinimid (II) zu isolieren und somit 
den Nachweis zu erbringen, dab in den (^allenfarbstoffen mindestens 
zwei verschiedene Pyrrolkerne vorkommen. Die Reduktion ihrerseits 
bewirkt also die Veranderung, die dann Ursache fiir das Entstehen des 
Methyl-athyl-malcinimids ist. Dem Vorhandensein zweier Pyrrolkerne 
entsprach auch das Titrationsergebnis beim Bilirubin, das auf die Zu- 
sammensetzung (CieHigOjNg), hinwies (^9). Die kurz darauf durch- 
gefuhrte Analyse des Mesobilirubinogens und die Bestimmung seines 
Molekulargewichtes (57) ergaben als Zusammensetzung C33H440gN4 und 
deuteten damit auf ein Geriist, das 4 Pyrrolkerne enthalt. 

Bilirubinsdure, Xanthobilirubinsdure. 

Wahrend so im oxydativen Abbau bei Blut- und Gallenfarbstoff 
bestimmte Parallelen vorhanden waren, verlief die reduktive Aufspaltung 
des Bilirubinmolekiils prinzipicll verschieden von der des Blutfarbstoffs. 
Bei der Reduktion des Hamins mit Jodwasserstoff-Eisessig entsteht 
ein Gemisch von vier verschiedenen Pyrrolbasen und den entsprechenden 
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Pyrrolcarbonsaurcn unter totaler Aufspaltung. Dagegen wurde von 
H. Fischer und H. Rose (52) beim Bilirubin unter den gleichen Be- 
dingungen neben nur geringen Mengen Kryptopyrrol (III) und Krypto- 
pyrrol-carbonsaure (IV) (5j) als Hauptprodukt ein neuartiges, zwei- 
kerniges Pyrrolderivat, die Biliruhinsdure, erhalten. Sie ist gleichzeitig 
auch von O. Piloty und S. J. Thannhauser {213) gcwonnen und als 
,,BiFnsaure“ bezeichnet worden. Aus Analyse und Molekulargewichts- 
bestimmung bercchnete sich die Bruttoformel zu Cj7H2403N2. Die Titra¬ 
tion sprach fiir eine einbasische Saure. Mit der Isolierung von 
Hamatinsaure und Methyl-athyl-maleinimid bei der Oxydation der 
Bilirubinsaure mit Bleisuperoxyd oder salpetriger Saure waren auch die 
/ 5 -Substituenten festgelegt. DaB auch die a-Stellungen der Pyrrolkerne 
substituiert sein muBten, ging aus dem allgemeinen chemischen Verhalten 
der Substanz hervor. 




Hi 


XH 

(III). Kryptopyrrol. 


HgC-rCHj • CHj • COOH 

i'cHa 

NH 

(IV). Kryptopyrrol carbonsaure. 


O. Piloty und S. J. Thannhauser {214) gelang es dann, durch 
gelinde Oxydation mit Kaliumpermanganat diese Bilirubinsaure in eine 
intensiv gelb gefarbte Saure, die „Dehydrobilinsaure'‘ iiberzufuhren, 
die von H. Fischer und H. Rose (57) auch durch Einwirkung von 
Natriummethylat auf Bilirubinsaure erhalten undihrerFarbeentsprechend 
als Xanthobilirubinsaure bezeichnet wurde. Sie erhielten diese Saure 
bei der gleichen Behandlung auch aus Bilirubin und Mesobilirubinogen. 
SchlieBlich gelang auch mit Jodwasserstoff-Eisessig die Riickverwandlung 
der Xanthobilirubinsaure in die Bilirubinsaure. 


H3C, -(CjHj HgCf)- .CHg CHj COOH - rCHj CHj COOH 

—CH,— ^ Hcy.^^^]==cH — |^ JIch, 

NH XH -f- H, N NH 

(V'). Bilirubinsaure. (VI). Xanthobilirubinsaure. 

Die Konstitution der Bilirubinsaure wurde dann durch die weiteren 
Untersuchungen von H. Fischer und H. Rose {38, 60) endgiiltig auf- 
geklart, und zwar im Sinne der Forme! (V). Es gelang ilmen namlich 
durch langdauernde Einwirkung von Jodwasserstoff-Eisessig der Abbau 
dieser Saure zu Kryptopyrrol und Kryptopyrrol-carbonsaure [= Iso- 
phonopyrrol-carbonsaure {6j)], welch letztere erstmals von H. Fischer 
und E. Bartholomaus {34) aus HSmin isoliert worden ist. Diese Fest- 
stellung, zusammen mit der Tatsache, daB beim Abbau der Bilirubin- 
saure mit salpetriger SSLure das Oxim (VIII) gebildet wird, das auch aus 
2,3,5-Trimethyl-pyrrol-4-propionsaure (VII) entsteht, ftihrte zu der Auf- 
stellung der obigen Formel, in der die Pyrrolcarbonsi 3 .ure in tetrasubstitu- 



\N . SiKDKI. 


90 


ierter Form'vorhandrii imcl init doni l)jisis< lion l^vTrol (lurch cine CIL- 
Gruj>i>e verbunden ist. I)i<r Konstitution dcr f'c'llH'ii Xantliobiiiriibin- 
saure ergab si('h daraus zwangslaufig als di(‘ cin(‘s Dchydricningspnxlnkts 
im Sinne dcr h'ormulicTung (VI). Sc'hlieUIicIi konnte (lurch Aufspaltung 
dcr Bilirubinsaure mittcis Kaliummcthylat (60) auch die 2,3,5*Triinethyl- 
p3Trol-4-propi()nsaurc, die sog. Phyllopyrrolcarixaisiiure (VII) crhalteii 
werden. Die Existenz (k'r Hydroxyigrupixj in dcr Xanthobilinibinsanre. 
wurde diirch Acetylicrung nacligewi(‘scn (69). 

H3C|=CHa • CH, • COOH 

0= Unoh 

NH 
(VHI) 

Es sei hier betont, dab kein Grund vorlag, die Hilirubinsiiurc als niclit 
cinhcitlich zu Ix^trachtcn. Dab in ihr cin Isomcrengcmisch vorliegeii 
konnte, haben erst spiitere synthetische Arbeitcn ergeben (S. 96). 

Was die Komtitutionsaufkldtung des Bilirubins selbst betrifft, so war 
von besondercr Bedeutung die katalytische Reduktion desselbcn mit 
kolloidaleni Palladium in alkalischcr L(isung. Sie wurde 1914 von 
H. Fischer (62, 63) durchgehihrt und ergab cin Produkt, das wie das Bili¬ 
rubin noch golb gefarbt ist und die glciche GmelinscHc Reaktion (S. 109) 
zeigt. Es wurde Mesobilirubin genannt, da es durch Aufnahme von vier H- 
Atomen aus dem Bilirubin entsteht und dementsprcchcnd zu diesem in dem 
gleichen Verhaltnis steht wie Mesohamin zu Hamin oder Mesoporphyrin 
zu Protoporph5Tin. Es ist in der Folgezeit auch aus Mesobilirubinogen 
durch Oxydation mit Kaliummethylat unter Druck (63) sowie durch 
Reduktion von Bilirubin nach Wolff-Kishner (yj) bei 180° erhalten 
worden. 

War durch die unterschiedlichen Ergebnisse beim oxydativen Abbau 
des Bilirubins einerseits und des Mesobilirubinogens anderseits die 
Existenz einer Vinylgruppe im Bilirubin schon sehr wahrscheinlich 
geworden, so konnte nach der Isolierung des Mesobilirubins kein Zweifel 
mehr bestehen, zumal der oxydative Abbau bei diesem Produkt — wie 
erwartet — auch Methyl-athyl-maleinimid ergab. Durch die katalytische 
Reduktion sind eben lediglich die im Bilirubinmolekiil anzunehmenden 
Vinylgruppen zu Athylgruppen umgewandelt worden, in Analogie zu 
den Verhaltnissen beim Hamin. 

Die Analyse sprach beim Mesobilirubin eindeutig fiir die Zusammen- 
setzung Ca3H4oOeN4 und stellte damit auch ftir das Bilirubin ein Gerusi 
fnit 33 C-Atofnen sicher. 

SchlieBlich wurde mit Methanol-Chlorwasserstoffsaure aus Meso¬ 
bilirubin ein orangefarbener, gut kristallisierter Methylester gewonnen, 
dessen Zusammensetzung mit C34H4404N4-2 HCl auf ein Mesobilirubin- 


-rCH, • CH, • C(X)H 

.. 1 L. 


NH 

(VII). PhyllopyiToIcarbcinsuure. 
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(iiinctliyk'stcr-dihydnM lilorid (69) hinw(Mst uiid dir Mxistrn/ zuricr 
Carhoxylgruppen iin (iiilU'iifarbstoff iK'wcist. 

Dicsji’ Kr^;i[(‘l)niss(j fiilirtrii in Anirhnung an dur von II. 1*'is(.iikk und 
H..K6sk (60) zur Uiskussion |:»osU*IlU‘ Hatninfonnrl (IX) fiir das Bilirubin 
zurrst zur b'onncl (X). Birso b'orinrl rrklartr vor allem aiuii drn 
Vcrlust einrs Kohlenstoffatoins l)ci!n Olx'if^ang drs 54 C-Atonir rnthal- 
tendril Hamins zum Bilirubin. 



,,Nilnlkdtper\ 

Der an dem rinrn Pyrrolkrrn angrglirderti' b'uranring in bOrnirl (X) 
ergab sich zwangslaufig aus einem aulfalligen Verlialten des Bilirubins 
bei der Oxydation mit salpetrigcr Saurc in Bisessig (64, 75, 6j). Bs wurdc 
hierbei eine Verbindung crhalten, die ihrrr cmpirischen Zusanimcn- 
set^ung nach (mit C7H7O2N) zuerst als Mcthyl-vinyl-malcinimid ange- 
sehen wurde. Da sir jedoch bri Reduktion mit Natrium- bzw. Aluminium- 
amalgam kein Methyl-athyl-maleinimid liefcrte, muBte ihr cine andcre 
Struktur zukommen. Es wurdc dieser Verbindung. die kurz ,,Nitrit- 
korper" genannt wird, die Konstitution (XI) zuertcilt. 



NH n 

(XI). ..NiliitKOrpcr* 


,,Neoxanthobilirubinsatire*\ Mesobilirubm-KIII,x. 

Im Verein mit der inzwischen von H. Fischer und K. Zeile (79) 
durchgefiihrten Totalsynthese des Hamins brachte nun die von H. Fischer 
und R. Hess {81) auf das Mesobilirubin iibertragene Resorcinschmelze 
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(incn rrhcblichen Fortsdiritt in dor Frkenntnis der (iallcnfarhstoff- 
struktur. Es als Sj)altpn)dukt Ix'i dicscr Schmelze c‘in (urspriinglich 

fill einheitlicli gelialtciu's) Oxypyrromethen, die sog. .^Nroxanthobili- 
rubinsaiire"* zii isoliercn, die sicli von dor Xantliobilirubinsauro (VI) nur 
durch das b'elilcn dor /x-Mothylgruppc' untorsolu'idot. 

Nachdem es woiter golungon war, dieses Abbaiiprf)dukt init Form- 
aldchyd-Salzsaure zu eincm doni Mosobilinibin auBcrordentlic h ahniichen 
kiinstlichen Mesobilirubin (K-Mesobilirubin) zu kondonsioren, konnte 
kein Zweifel mehr dariiber bostehen. daB im Skelott des Gallenfarbstofis 
die Pyrrol- bzw. Pyrrolenin-ring(‘ linear miteinander vorkettot sind. Wenn 
der Nooxanthobilirubinsaun' dann die obon besohriebeno Konstitution 
zukafn, so muBte im K-Mesobiiirubin oine Verbindung (XIII) vorliegen. 


H,C -- -jprs 1 Vs-CH,(FVs CH,• ( Hj.• COOH) 


/ 


w 


N 


l-eCl' 




CHa 


V 


- , 


(XII). H.uiun ( Hwiiiin IX). 

H3C=^jHj H,C- rVTs Prs- :CH, 

^—CH,—Jl —CH^ JoH 


NH NH 

(Xlll). Mesobiln ubin XIII, k. 


\ ;■/ 

N 


Synthesen der Xantho-, Neoxantho-, Iso-neoxanthobilirubinsdure; 

Mesobilirubin-Ill, a . 

Klarheit wurde hier erst durch die Totalsynthese geschaffen. H. Fi¬ 
scher und W. Frowis (82) haben erstmals das a-Bromatom in Dipynyl- 
methenen einmal mit methylalkoholischem Kali gegen die Methoxy- 
gruppe, dann aber mit Natriummethylat unter Druck gegen die Oxy- 
gruppe ausgetauscht. H. Fischer und E. Adler {84) gelang es dann, 
durch Umsetzung des 5'-Brom-3,4',5-trimethyl-3'-athyl-pyrromethen-4- 
propionsaure-hydrobromids (XIV) (80) mit Kaliumacetat bzw. Silber- 


HgC^ 

'1 


HgC, 


ptooc!^ ;c f + 


CHj CHj COOH HgC 
HBr 

-► HOOC! 


jCgHg HgCr - tCHjj CHj-COOH 


CH— 


NH 


NH 


NH+ Br“ 


NH 


Br, 

-CO, 


HgCj—jCjHg HgC^-rCHg CHg COOH H,C---^,H5 

rn 


•'Br' 


--CH 


\/ 

NHBr NH 

(XIV) 


CH3COOK , 
CH,- - -► ho! 




N NH 

(VI). Xantholttiirubinsaurc. 


CHgCHjCOOH 

CH, 
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acetat unter Austausch des ^x-Br-Atoms gegen die Hydroxylgruppe die 
Xanthobilirubinsaure zu synthetisieren, aus der durch Reduktion mit 
Natriumamalgam schlieBlich die Bilirubinsaure erhalten wurde. 

Durch Einwirkung von Brom (85) auf diese synthetische Xantho¬ 
bilirubinsaure entstand nunmehr wieder cin bilirubinoider Korper, dem 
die Konstitution (XIII) zukam. Dieses Produkt war dem Mesobilirubin 
so ahnlich, daB man an eine Identitat glauben rnuBte. Allerdings ergab 
sich mit dcr Annahme cines, wie die Forme! zeigt, symmetrischen Meso- 
bilirubins, eine Schwierigkeit hinsichtlich der Ableitbarkeit der Gallen- 
farbstoffe vom Hamin. Das Hamin ist unsymmetrisch gebaut und muB 
bei der Aufspaltung ein unsymmctrisches Bilirubinoid ergeben. Die 
Entstehung eines symmetrischen ware nur denkbar, wenn bei der Um- 
wandlung d(is Blutfarbstoffs in Gallenfarbstoff eine weitgehende Spaltung 
und erneute Resynthcsc stattfande. 

Diese Sciiwierigkeitc^n wurden durch die direkte Syn these der Neo- 
xanthobilirubinsaure von W. Siedel und H. Fischer {231) behoben. 
Auf dern in dem Formelschema S. 94 skizzierten Wege wurde fiber das 
entsprechende (\-Brom-pyrromethen durch Einwirkung von Natrium- 
methylat-Wasser die Neoxanthobilirubinsaure (XVIII) in annehmbarer 
Ausbeute erhalten. Diese synthetische Saure zeigte nun auffalliger- 
weise einen Schmelz])unkt (251—253”, korr.), der um etwa 20® fiber 
dem des analytischen Produkts (233,5®, korr.) lag ((!?i). In Mischung 
mit analytischem Produkt trat aber keine Depression im Schmelz- 
punkt ein. Diese Erscheinung konnte durch eine Isomerisation im 
Sinn einer Lactim-Lactarn-Tautomeric (Formcln XV-XVI) erklart 
werden: 

J=CH—JL 0=1, ^=CH—j'H 

N NH NH NH 

(XV) (XVI) 

Ebenso nahe lag jedoch die Annahme, daB in der analytischen Neo¬ 
xanthobilirubinsaure ein Gemisch zweier Isomerer vorliegt, die sich im 
Sinne der Formein (XVIII) und (XIX) unterscheiden. Sie muBten auch 
bei der Resorcinschmelze entstehen, wenn das Bilirubin und damit 
auch das Mesobilirubin unsymmetrisch gebaut sind und eben durch 
einfache Aufsprengung des Porphyrinringes gebildet werden. 

DaB in der Tat diese Verhaltnisse vorliegen, konnte auf mehreren 
Wegen bewiesen werden. 

a) Ausgehend vom Neoxanthobilirubinsaure-methyl^ther (XX) (23X) 
wurde mit Jodwasserstoff-Eisessig die Leukoverbindung der Neoxantho¬ 
bilirubinsaure, die Neobilirubinsaure (XXI) hergcstellt. Sie konnte die 
Lactim-Lactam-Tautomerie nicht mehr zeigen. 
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H3Cp=C,H, 
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=CH 


H&min-lX 

j 

Bilirubin-IX»(x 

i+*H, 

HjCj" I Prs Prs; 

j -CH,- 

NH NH 

(XVII). MttobiIirul)in-lX,a. 
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Resorcinschmelze 


iT r|CH3 H3C- 

JJ-_CH-1 OH 
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H3 Cf=C,H3 


CH,-COOH HOOC HjC 


HO' 
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H3C- 


\ / 
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NH 

(XVIII), Neoxanthobilirubinsaure. 
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(XIX). lto*neoxaDthobtlirubin»aurc. 
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H,C,OOCi^^CH, + 3 H ,0 H3C,( 
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7C00H 
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(Prs = —CH,CH,COOH) 
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(XXI). Neobilirubiniiiure. 
H,Oj-C»H, H,Cj===iPr8 _ 

H'V-ch.-V^o'O 

NH N 
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(XXII) 
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Da sich nun tats^chlich auch in diesem Fa lie das synthctische unci das 
analytische Prcxiukt, besondcrs in Form dor Benzylidenverbindung (XXII) 
betrachtlich unterschieclen. war die Isomeric hinsichtlich der /^*Substi- 
tucnten sehr wahrscheinlich geworden. 

b) Der endgiiltige Bcweis wurde durch die Darstellung dcs im (remisch 
der „Neoxanthobilirubinsaurc“ vermutctcn Isomeren dcr Fomiel (XIX) 
erbracht. Die crste Synthese dieses als Iso-neoxanthobilirubinsiiurc 
bezeichneten Isomeren ist auf clem in den Formeln (XXIII) (XXIV) auf- 
gezeigtem Wege durchgefuhrt worden, also durch Kesorcinschmelzc des 

H5C^=,CH3 HaOj-• CH^ • COOH 

^ HoI^^J==CH- 1 /CHj 

N NH 

(Will). Iso xanthobiiirubi nsaure. 

|Br. 

H,Cf=CH3 H3C;—rPrs I>rs-CH, H,C|=CjH, 

HOs =^CH / CH, I ^OH 

N NH NH N 

(XXIV). Mcsobilirubm-ni,*. 

I Resorcinschmelze 

H5C2=.CH3 HX:- |CHj CH, COOH 
- HO ^.-=CH— Ih 
X NH 

(XIX). Iso-neoxanthobilirubinsaure. 

bei der Bromierung von Iso-xanthobilirubinsaure entstehenden sym- 
metrisT'hen Mesobilirubins (—III,.x) (83), bei welchem an Stelle der 
Methylgruppen (bei dem Isomeren - XIII,Formel XIII) die Athyb 
gnipj^en in Nachbarschaft zum Hydroxyl stehen. 

An dem Gemisch der s^mtheti.schen isomeren Ncoxanthobilirubin- 
sanre-methylester wurde schlieBlich eine Methode dcr fraktionierten 
Kristallisation ausgearbeitet, die auf das analytische Produkt ubertragen, 
zur Isolierung dcs Iso-neoxanthobilirubinsaure-methylesters fiihrte. 

Damit war eindeutig. gezeigt, * daB die Struktur der Gallenfarbstoffe 
eine unsymmetrische ist. Bilirubin stimmt also in der Anordnung seiner 
/?-Substit lien ten prinzipiell mit dem H§min iiberein. Die physiologische 
Entstehung aus dem Hiim oder dem Hamatin erfolgt also durch Auf- 
sprengung des Porphinringes an der a-Methinbriicke, Herausnahme ii<‘r- 
sdben» sowie des Eisens und Bildung zweier Oxygruppen an den frei- 
gewordenen a-Stellen der beiden endstindigen Pyrroleninkeme. 

Riickblickend findet auch die Bildung des „Nitritk 5 rpers“ ihre Er- 
kldrung sowie die Entstehung von Hamopyrrol (XXV) bei der Umsetzung 
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von Mesobilinibinogen mit Jodwasserstoff-Eisessig im Bombenrohr, ein 
Befund, dem ja bereits die auf S. 91 angefiihrte friihere Bilirubinformel 
Rechnung trug. 


HaCr 


HjC. m 

\/ 

NH 


(XX V). Han»op\ rrol. 


Hat sich die analytische ,,Neoxanthobilirubinsaure“ al«> Gemisch 
zweier Isomerer orwiesen, so konnten nunmehr W. Siepel und H. Fi¬ 
scher (231) zeigen, daO auch in der analytischen ,,Xanthobilirubinsaure” 
ein Gemisch der entsprechenden Isomeren, der eigentlichen Xantho- 
bilirubinsaurc (Schmelzp. 295^, korr.) und der Iso-xanthobilirubinsaure 
(Schmelzp. 297°, korr.) vorliegt. Auch hier konnte durch Iraktionierte 
Kristallisation cine Trennung der Isomeren crzielt werden. Neue Syn- 
thesen dieser beiden Isomeren sind dann spiiter von H. F'ischer, 
T. Yoshioka und P. Hartmann (<^9) und H. Fischer und P. Hart¬ 
mann (9/) durchgefuhrt worden, und zwar ausgehend von Oxy-krypto- 
pyrrol bzw. Oxy-hamopyrrol. 

Nomenklatur der Bilirubinoide. Im Hinblick auf den unsymmetrischen Bau 
der Gallenfarbstoffe und auf die Synthcse von symmetrischen Bilirubinoiden war 
es ndtig geworden, eine neue, exakte Nomenklatur fiir die Bilirubinoide einzuliih- 
ren {231, g4, 23$). Um klare Beziehungen und mdglichst einfache Verhaitnisse 
zu schaffen, werden alle Bilirubinoide von den entsprechenden Porphyrinen ahgeleitet 
gedacht. — Von den vier isomeren Atioporphyrinen leiten sich nun 15 isomere Proto- 
bzw. Mesoporphyrine ab ’(75), die von I bis XV numeriert werden. Aus jedem 
dieser 15 Isomeren konnen durch Spaltung zwei, drci oder vier Bilirubinoide ab- 
geleitet werden, je nachdem zwei, eine oder keine Symmetrieebenen vorhanden 
sind. Dies ergibt insgesamt 52 Isomeriemdglichkeiten allein fiir vierkernige Produkte 
mit den jS-Substituenten des Bilirubins oder Mesobilirubins (wobei sogar noch die 
Einschr^Lnkung besteht, daO an einem Kern immer eine j?-Methylgruppe mit eijier 
/3-Athyl- bzw. /?-Propionsauregruppe vorkommt). 

Da sich nun die naturlichen Bilirubinoide vom Proto- oder Mesoporphyrin-IX 
ableiten lassen, wird ihnen die rbmische Ziffer IX angefiigt. Welter aber wird 
zur genauen Angabe noch die Spaltungsstelle des Porphyrinringes beriicksichtigt. 
Da die naturlichen Gallenfarbstoffe vom Typ IX nun’ durch Aufspaltung des 
H&mins-IX an der a-Methinbriicke entstanden sind, erhalten sie das Kennzeichen 
-IX, a. 



Zur Festlegung der ^-Substituenten in den Fiinfringen werden durchlaufend 
die Zahlen i bis 8 gebraucht, fiir die «-SteUen die Zahlen i' bis Die die Kerne 
verbindenden Kohlenstoffbriicken erhalten der Reihe nach die Benennung ms 
(oder p) und y; und zwar vor allem fiir die Angabe des Ortes der Doppelbindungen. 
SchlieBlich kdnnen noch — wenn ndtig — die Kerne von I bis IV numeriert werden, 
Unter Einbeziehung der Silbe .,-bili-‘' als Kennzeichen des Gallenfarbstoffs und 
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JicTiirksichtigung dor An/ahl <lt‘r iirikkcn Dfippt^lbiiulun^on wit- ublich in tlcii 
Silben ..dicn" und ,.lricn“ ist z. H. <las analylisdur Mosobilirubin ( Mtvso* 

bilirubin-IX,(Y) zu bezeichncn als; i'..S'-l)ioxy-i.3,b,7-U;traim’thyl-2,.S-diathyM)ili- 
dien-(2'(K,7'y)-4,5-diproj)ionsjliire. Du* sym mot rise lien Mesobilirubinc (X M I) und 
(XXIV) orhalten aiif Griind ilircr Heziehungen zu den cntspreclicnd<‘n Meso- 
porphyrincm-XlII und -111 die Kcuinzeu hen XlII.'v und lll.x. 


vS' ynthese des Mcsobilirub i ns -/ A', \. 


Abgeschlossc'n wiink' die ik'wc'isfiilirung iitxT don unsyninu^trisi hon 
Aufbau der natiirliolien (iallcidarbstofte durrh die von W. SiKDKl. 
(2JJ, 2J5) 1935 bzw. 1937 dureligefiihrten Totalsyntliesen des (dauko- 
bilins-IX,.it und des Mesobilirubins-lX,\ (vgl. S. 103). 

Wie das Fonnclschema unten zeigt, wurde zur Synthese des Meso- 
bilirubins-IX,A in den Methyloster der Neoxanthol)iiiriibinsaure mittels 
HCN HCl die Formylgru])pe eingtdiihrl und diese dunh katalytische 
Reduktion mit Platinoxyd Wasserstoff in die Carbinolgrup|>(‘ nmgewandelt. 
Kondensation dieses so gewonnenen Oxymethvl-neoxanthobilirubinsaure- 
methylesters mit i Mol der von W. Siedkl (232) inzwischen auch aul 
direktem Wegc synthetisierten Iso-neoxanthobilirubinsaure [vgl. auch 
(/oj)] fiihrte l)ei nachfolgender Veresterung zum Dimethylister des Meso- 
bilirubins-IX,^x, welcher sieh in alien Eigensehaften mit deni ana- 
lytischen Produkt als identisrh erwies. 
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(XVII). Mesobilirubin IX, A. 

Die Synthese der symmetrischen Bilirubinoide vom Typ der Iso- 
meren 111 ,a und XIII,^ wird dutch Kondensation der entsprechenden 
Oxypyxromethene mittels Formaldehyd-SalzsSlure (81) durchgefiihrt oder 
durch Bromierung der Iso-xanthobilirubinsaure bzw. Xanthobilirubin- 
sSLure (S. 95). In neueren Untersuchungen konnten W. Siedel und 
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E. Grams (240) zcigen, daU die syminetrisi hcn Bilirubinoidc mit lx;ssenT 
Ausbeutc durch Einwirkung von i Mol Bleitetraacetat auf die Xantlio- 
bilirubinsauren gewonncn werdcn kdnncn. 

Kin woitrrcs J^ilinibinoid vom Typ ties Mesobilinibins ist von W, Sikokt. iind 
H. Fischer (2jj) dargtjstellt wordcn, iind zwar der Dimcthylather des Mcsobili- 
rubins-XlfI,<\. - Symmctrischo Bilinibinoide mil gJcicher Anordnung und Hydric- 
rungsstnlc <lcr Hriicken aber andcrcn Substituentcn in /y-StcIlung wiirdon von H. 
Fischer und J. Aschenbrenner ((J2. 97) synthetisiert, sodcr DimcthyliitluT des Ko- 
probilirubins-II,^ (XXVIII), dazii dcr ontsprechende AtiokorjHT, das sogenannte 
Iso-atio-mesobilirubin und das (Jctamethyl-bilirubin. Von H. Fischer und (J. 
Fries (qj) wurden weiter gewonnon: Deuten>bilirubin-TTI,y-dimetliylalher, Meso- 
bilirubin-lll, y-dimethyiather und Kopro-bilirubin-ll.y-dinnethylatbcr, von H. 
Fischer und E. Adler (S4, 88) Koprobilirubin -1 V,y sowie Bilirubinoide mit Carb- 
ilthoxygruppcm in /?-Stellung. 

H3C^=jPrs I»rs||-iCH., HaCp-^,Prs Prs==CH3 

Jj CH2 

N NH NH N 

(XXVIII). Koprobilirubin ll,/l-diinethylather. 


Konstitution des Bilirubins, Dihydro-bilirubins. 

Durch diesc Synthesen ist vor allem bewiesen, dal 3 die boiden niittleren 
Fiinfringe der Gallenfarbstoffe vom Bilirubin- und Mesobilirubintyp 
durch eine MethylenbrUcke miteinander vcrbunden sind, wahrcnd die 
beiden endstandigen Fiinfringe durch Methingruppen verkniipft sind. 
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(XXIX a) 


Was nun die pSubstituenten des Bilirubins betrifft, so wurden vorerst 
im Sinne der Formel (XXIX) Vinylgruppen an Stdle der Athylgruppen 
des Mesobilirubins angenommen. In neuerer Zeit formulierten jedoch 
H. Fischer und H. W. Haberland {9^) das Bilirubin mit einem an den 
Kem IV angegliederten Dihydrofuranring (Formel XXIXa), und zwar 
in Beriicksichtigung des frtiher gefundenen „Nitritkorpers'‘ (S. 91) 
sowie voi allem der Tatsache, daB bei der katalytischen Reduktion des 
Bilirubins zum Mesobilirubin ein Zwischenprodulct, das Dihydrobili¬ 
rubin {g4) abgefangen werden kann. Diesem Dihydrobilirubin, das die 
Zusammensetzung C,3Hj^aN4 besitzt und aus Pyridin in ziegeiroten 
Nadeln mit dem Schmelzpunkt 315° kristallisiert, kommt die Konstitu- 
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tion (XXX) zu, da es bei der Resorcinschmelze nur die Iso-neoxantho- 
bilirubinsaure (XIX) liefert, nicht aber die Neoxanthobilirubinsaure. 
H. Fischer und H. W. Haberland nehmen — in Analogic mit Fallen 
in der Cumaranreihe — an, daB die Reduktion des Bilirubins zuerst am 
Dihydrofuranring einsetzt und dessen Sprengung unter Bildung des 
Dihydrobilirubins bewirkt. 



(XXX). Dihydro-bilirubin. 

[i ',8*-I>ioxy>x,3,6,7-tetrametbyl-8-athyl-2-vinyi-bili-dien (a'ac, 7'}/)-4i5*dipx'opiQDsaure.j 

Fine weitere Stiitze fiir die Annahme des Diliydrofuranringes er- 
blicken H. Fischer und H. Reinecke (ioj) darin, daB bei der sehr kurz 
dauemden Resorcinschmelze des Bilirubins wohl die der Neoxanthobili- 
rubinsaure entsprechende Vinylverbindung, nicht aber die der Iso- 
neoxanthobilirubinsaure entsprechende erhalten wird. 

Die Synthese des Bilirubins selbst ist noch nicht durchgefiihrt. Sie 
ist durch die Existenz der Vinylgruppen, bzw. des Dihydrofuranringes 
stark erschwert. H. Fischer und Mitarbeiter haben inzwischen das 
synthetische Problem in drei Richtungen bearbeitet. Einmal in Richtung 
auf die Synthese von Oxypyrromethenen, die in j 9 -.Stellung eine Acetyl- 
gruppe tragen [H. Fischer und E. Adler [88), H. Fischer und G. Fries 
(9J)], dann in Richtung auf die Darsteilung von Bilirubinoiden mit freien 
/S-Stellungen, den sog. Deuterobilirubinoiden, in die nachtraglich Acetyl- 
gruppen eingefiihrt werden kdnnten. In Analogic zur Haminsynthese 
ware dann eine Umwandlung der Acetylgruppen in die Vinylgruppen denk- 
bar. Allerdings schlugen bis jetzt alle Versuche zur Darsteilung von 
Acetylbilirubinoiden fehl. 

Der zweite Weg fiihrte zur Teils5mthese eines symmetrischen Bili¬ 
rubins. Die durch Resorcinschmelze des Bilirubins erhaltene „Vinyl-neo- 
xanthobilirubinsaure'' (s. oben) konnten H. Fischer und H. Reinecke 
(joj) mittels Formaldehyd-HCl zu einem symmetrischen Bilirubinoid mit 
2 Vinylgruppen kondensieren. Dieses Bilirubin-XIII,« kristallisiert aus 
P3nridin in kleinen, orangegelben, rechteckigen Blattchen und besitzt 
im Gegensatz zum Bilirubin einen scharfen Schmelzpunkt bei 312®. 

Drittens wurde in neuester Zeit von H. Fischer und H. Reinecke (X05) 
die Synthese von Oxypyrromethenen mit Nitrovinylgruppen in /)-Stellung 
durchgefiihrt. Vorerst haben diese Arbeiten zu symmetrischen Bilirubinoi¬ 
den vom Urobilintyp (S. 116) gefiihrt, die Nitrovinylgruppen tragen. 

Farbreaktionen des Bilirubins und Mesobilirtibins. 

Beide Bilirubinoide konnen durch zwei charakteristische Farb¬ 
reaktionen erkannt werden: i. Diazoreaktion, 2. GiiELiNsche Reaktion. 
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I. Die Diazoreaktion. Diese Reaktion dient zum qualitative!! 
und quantitative!! Nachweis des Bilirubins und ist in der klinischen 
Diagnostik vielfach in Gebrauch. [Neuere Methoden vgl. M. Engel (^j, 
44), L. Jendrassik (/J9 

Wie P. Ehrlich (41) 1883 zeigte, gibt Bilirubin in Chloroform gelost 
nach Zusatz von o,iproz. Diazobenzolsulfosaurelosung und Salzs^ure 
eine Rotfarbung, die auf weiteren Zusatz von konz. Salzsaure iiber Violett 
in ein intensives Blau iibergeht. Von kiinischer Seite wurde von A. A. 
Hymans van den Bergh (tjo, 131) die Reaktion zur quantitativen 
kolorimetrischen Methode ausgebaut, hauptsachlich zum Nachweis des 
Gallenfarbstoffs im Blut. 

Es wurde im Verlaufe dieser Untersuchungen festgestellt, dafi zwar 
die Galle die Diazoreaktion gibt, daB aber reines Bilirubin nur auf Zusatz 
von Alkohol, Natronlauge, Gallensauren oder sonstigen schwachen Sauren 
die Farbreaktion zeigt. Man unterscheidet seitdem die ,,direkte‘‘ und die 
„indirekte ‘ Diazoreaktion, und zwar gibt die „direktc“ das Bilirubin, 
das bereits (etwa bei Stauungsikterus oder hepatocellularem Ikterus) in 
die Gallenwege sezerniert wurde, die „indirekte" das anhepatische Bili¬ 
rubin, das die Blut-Gallen>Schranke nicht passiert hat, wie z. B. bei 
pemicidser Anatnie, h^molytischem Ikterus, paroxysmaler Htoio- 
globinurie oder bei Hamatomen. Der Unterschied in den beiden Reak- 
tionsarten ist nach den Feststellungen von K. O. Pedersen und 
J. Waldenstrom (212) nicht, wie friiher angenommen wurde, in einer 
Bindung des indirekt kuppelnden Bilirubins an EiweiB zu suchen [vgl. 
auch (6<^)]. 
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Mit dem Chemismus der Diazoreaktion haben sich als erste F. Proscher 
(2/5) beschaftigt, dann W. R. Orndorf und J. E. Teeple (209). Ihre 
Befunde sind von H. Fischer und H. Barrenscheen (67) im wesentlichen 
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bestatigt worden, insofern als auch diese Autoren die Entstehung von zwei 
Kupplungsproduktcn feststellen konnten. Aufgeklart wurde der Mechanis- 
niiis des Kupplungsvorgangs durch H. Fischer und H. W. Haber- 
LAND (9^), und zwar am Mesobilirubin, dessen dcm Bilirubin gleichartige 
Kupplungsfahigkeit schon von H. Fischer und G. Niemann (69) fest- 
gestellt worden war. Durchgefiihrt wurden die Kupplungsversuche mit 
Benzoldiazoniumchlorid. Nachdcm schon friiher (70,72) beobachtet 
word(‘n war, dad Dipyrrylmethene von Diazobenzosulfosaure aufge- 
spalten werden, schion cs mdglich, daB auch bei einem Bilirubinoid einc 
Spaltung cintreten kbnnte. Tafsachlich konnte bewiesen werden, daB 
unter dem EinfluB der Diazokomponente das Bilirubinoid im Sinne der 
1 ^'ormulierung (XXXI) hydrolytisch aufgespalten wird. Da das natiirliche 
Mesobilirubin unsymmetrisch gebaiit ist, entsteht ein Gemisch der 
Azofarbstoffe der Neo- und der Iso-neoxanthobilirubinsaure. Symmetri- 
sche Bilirubinoide ergeben bei der gleichen Umselzung naturlich einheit- 
lichc Produkte. 

2. Die GMELlNsche Reaktion: vgl. S. 109. 

Uber den physiko-chetnischen Zustand des Bilirubins im Hint und Harn. 

a) Bilirubin-Albumin. Ausgehend von der auffalligen Erscheinung 
dor ,,direkten'' und ,,indirekton‘' Diazoroaktion des Bilirubins wurde die 
I'rage nach seinem physikalisch-chomischen Zustand im physiologischen 
Medium in vivo aufgeworfen. Bis vor kurzem glaubte man, daB ftir die 
v(‘rschiedene Kupplungsfahigkeit die Bindung des Bilirubins an ein 
groBeres Molekiil verantwortlich sei. Fiir diese Auffassung schien die 
Nicht-dialysicrbarkeit des ,,indirekten‘' Bilirubins zu sprechen, sowie die 
Tatsache, daB dieses Bilirubin die Nieren nicht passiert. Nachdem 
schlieBlich R. Duesberg (j7) gezeigt hatte, daB zur physiologischen 
Bilirubinbildung nur Hamoglobin (also Farbkomponente + Globin) be- 
fahigt ist, nicht aber das Hamatin allein, konnte dcr SchluB gezogen 
werden, daB das Bilirubin an Globin gebunden ist. * 

Zur Prxifung dieser Frage haben K. O. Pedersen und J. Walden¬ 
strom (212) die Sedimentationskonstante des Serumbilirubins von fiinf 
verschiedenen Fallen von Ikterus in der Ultrazentrifuge gemessen. 
Obwohl das Bilirubin dieser fiinf Falle toils direkt, teils indirekt mit 
Diazoreagens kuppelte, stimmten die Sedimentationskonstanten ixi alien 
Fallen gut mit denjenigen des Serumalbumins und des Hemoglobins 
iiberein. Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pH = 4,8) sprach 
schlieBlich eindeutig fiir das Vorliegen eines Albuminkomplexes. Tat- 
sachlich ergaben auch die weiteren Versuche, daB das Albumin, und 
zwar nur das Serumalbumin, eine besondere Affinit&t zum Bilirubin 
besitzt, Endlich konnten beide Autoren beweisen, daB das Bilirubin 
auch in der Galle in hochmolekularer Form vorhanden ist und diese 
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Bindung an cinem Tragcr seine Lcislichkeit wesentlich crhoht. Ahnliche 
Bclundc sind auch schon von Bennhold (14) erholK'ii worden. Er hat 
festgcstellt, daO das Bilirubin Ix'i der Kataphoresc unter verschiedcncn 
Umstanden zusammen mit der Albuminfraktion wandert. Ncuerdings 
wurdc diesc ausschlieOliclic Bindung des Bilirubins an Sirumalbumin 
von I. Snapper und W. M. Bendien (241) bcstatigt. Sie stcllten wcitcr 
fest, daO im Ham und in waBrigcr Losung Bilirubin molekulardis|HTs 
gelost ist. 

b) „Aktives Bilirubin/* In neuestcr Zcit haben Untcrsuehungeii von 
A. Muller (igg—20 j) ergeben, daB bei schwerem Ik ter us das Bilirubin 
im Ham in einer besonderen ,,aktivcn“ Form vorkommt. Da dieses Bili¬ 
rubin bef&higt ist, die Leukoverbindung des Methylenblaus zu oxydieren 
und selbst schon bei Zusatz von Eisessig unter (iriinfarbung zum Bili- 
verdin dehydriert wird, nimmt A. Muller an, daB an das Bilirubin- 
molekiil Saucrstoff gcbunden ist und ein Analogon zu dem Verhaltnis 
Hamoglobin-Oxyhamoglobin vorliegt. Er konnte auch bcwcisen, daB 
im ikterischen Harri fast alles Bilirubin an einem kolloiden Tniger g(»- 
bunden ist. 

2 » Ferrobilin, Glaukobilin, Biliverdin; Mechanismus der 

Gallenfarbstoffbildung. 

Ferrobilin, Glaukohilin, 

• 

Durch Einwirkung von Ferrichlorid in Eisessig auf Mesobilirubin 
(= Me»obilirubin-IX,^) C33H4QO0N4 erhieltcn H. Fischer, H. Baum¬ 
gartner und R. Hess {8y) cine gut kristallisicrende, in Lcisung grunc 
Substanz, die sie als Ferrohilin bezeichneten. Die Analyse sprach fiir 
die Zusammensetzung C33H3806N4-FeCl3*HCl, also fiir eine Molekiil- 
verbindung. Nach Entfemung des Ferrichlorids und der Chlorwasser- 
stoffs^ure aus dem Molekiil mittels Natronlaugc gelangte man zu einem 
in Losung rein blauen Farbstoff, dem Glaukohilin von der Bruttoformel 
C33H^0*N4. Im Hinblick auf die Struktur des Mesobilirubins und auf 
die BUdungsweise des Glaukobilins nahmen H. Fischer und Mitarbeiter 
fiir dieses neue Produkt die Struktur eines Dehydromesobilirubins an. 
Nach dem Nachweis des unsjnnmetrischen Baues des Mesobilirubins 
muBte ihm die Konstitution einer i',8'-Dioxy-i,3,6,7-tetramethyl-2,8- 
diathyl-bili-trien(2'a,ms5',y7')-4,5-dipropionsaure zukommen (XXXII). 
Der Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme wurde von W. 
SiEDEL (233) durch die Totalsynthese erbracht, die gleichzeitig die 
erste Synthese eines unsymmetrischen Bilirubinoids, also eines Gallen- 
farbstoffs der natdrlichen Reihe war. Zur Synthese wurde, wie das FormeF 
schema S. 103 zeigt, zuerst die Formylgruppe in die freie ^-Stellung der 
Neoxanthobilirubinsaure mittels HCN—HCl eingefiihrt. Kondensation 
dieser so gewonnenen FormyFneoxanthobilirubinsaure (XXVI) mit Iso- 
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ncoxanthobiliruhinsaurc (XIX) mittcis Bnmiwasscrstoffs cxler Essig- 
sauroanhydrids fuhrU* ziini syntIu‘tisrhcMi (ilank«)bilin-IX,/t (XXXII)» 
das sirli niit dom analytisclien Produkt in alien Eigenschaften identisch 
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(XXXII). (.lankol)ilin-IX,-«. 
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Die isomcren symmctrischen Glaukobilinc —III,^ und —XIIIa 
warden zum Vergleich ebenfalls dargestellt. Sie sind vor allem im Kristall- 
habitus sowohl untereinander wie von dem Isomeren —IX, (X deutlich 
verschipden. 

Zur Kl&rung der Frage, ob es zum Giaukobilin-IX,(x ein Isomeres gibt, bei 
dem der Ring III der Pyrrolring ist, wurde die Synthese auch umgekehrt, ausgehend 
von Formyl-iso-neoxanthobilirubinsaure und Neoxanthobilirubinsaure vollzogen. 
Das so gewonnene Isomere war mit dem Glaukobilin aber v6Uig identisch. Somit 
scheint das Glaukobilin-IX,« nur in einer einzigen stabilen Form zu existieren. 
Die Ladungsverteilung im Molekfil ist also dieselbe, gleichgtiltig, in welcher Richtung 
die Synthese durchgefiihrt wird. 

Es sei erwahnt, daB schlieBlich das synthetische Glaukobilin —IX,« 
durch Reduktion mit Zink-Eisessig in das Mesobilirubin —IX,« ilber- 
gefiihrt wurde. Auch dieses synthetische Mesobilirubin stimmte in alien 
Eigenschaften mit dem analytischen iiberein (235). 
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AiiBcr (IcT <)l)on f^csc hi Merten l)arslelliingsw<;ise des (ilaukobilins sind als (io' 
wiunungsnicthoden noch zu erwahnen: die Oxydation des Mcsobilirubiiis mit konz. 
Schwefelsaiirc, mit lileidioxyd, mit Chinon {<) 4 ) sowie die alkaliselie Oxydation 
an d<rr Luft {73). SchlieBlich stellt das Glaukobilin tlic (ininstufe <ler (iMELiNschen 
Reaktion dar (S. no). Ein Koproglaukobilin-Il,/^ ist von H. P'lsc hkf« iind A. 
Stachel { 104 ) dargcstellt wonh'u. 

In dor Natur wiirde das Vorkommen des (rlaukohilins scdbst his heutc' 
noch nicht bcohachtct. Allcrdings sind (ilaiikobilinc als Sckundiir' 
produkte aus einigen natiirlich vorkoinniondcn l^'arbstoffcn gcwoniK^n 
wordon. So ist von K. Lkmhkkc; und (i. I^adkk (165, t66) ein (rlauko- 
bilin aus den Cliromoproteiden dor Kotalgen, dem Ehykocyan und deni 
Phykocrythrin durch Behandlung mit rnethylalkoholischer Kalilaugt' 
erhalten worden. Weiter konnte von K. ij:MbKK(. (/71) g(*zeigt werdc'n, 
daO die von (). VVarbekc und E. Nk(;i:lkin (J65) aufgefundcne Uni- 
wandlung des Hiimins in das sog. ..griine Harnin “ eiru' Aiifspaltungs- 
reaktion des Porphyrinringes darstcllt und dab b(‘i Obertragnng auf das 
Mesohamin schlieblich ein Cilaukobilin isoliert wenlen kann. Ob diese 
durch Aufspaltung der Hamine crhaltenen (daukobiline mit deni Glauko- 
bilin-IX,ot identisch sind, konnte noch nicht d(‘finitiv bewiesen werdtm. 

Von W. SiKDEL (2jj) ist endlich die Frage aulgeworfen worden, ob 
nicht bci dem Farbspiel, das man bei eineni traurnatischen Harnatoni 
bzw, einer Suggilation unter der Haut beobachten kann. das Glaukobilin 
eine Rollc spielt. Er konnte ini Ticrvcrsudi z(hg(‘n, dab das subciitan 
injizierte Glaukobilin auBerordentlich rasch abgebaut wird und jedenfalls 
keine feorperfremde Substanz darstellt. 


Biliverdin ^ Uteroverdin. 


In Parallele zur Oxydation des Mesobilirubins zum Glaukobilin steht 
die Oxydation des Bilirubins. Auch hier tritt die Dehydrierung im gleichen 
Sinne ein, und zwar unter Bildung eines in Losung griinen Farbstoffs, des 
Biliverdins. Ihm kommt dementsprechend die Formel (XXXIII) zu. 
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(XXXlil). Biliverdin. 
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Dieses Biliverdin, das seinen Namen von Berzelius erhalten hat, 
findet sich in der Galle mehrerer Tiere, bisweilen auch in Gallensteinen, 
bei Ikterus im Ham, in der Placenta des Hundes und in Vogeleier-schalen. 
Seit den Untersuchungen von G. Stadeler {243), R. Maly {186) und 
Thudichum {230,231) wird es als chemisches Individuum angesehen. 
Von W. Kuster {133,137) ist es schlieBlich — allerdings nur undeutlich 
kristallisiert — dutch Oxydation des Bilirubins sowohl in alkalischer wie 
in saurer Losung dargestellt worden. W. Kuster hat die sekundSue 
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|{ntst(‘hung (l(‘s Hiliv(T<lins ;mrh Ixi dcr (rowinnuiif^ von Hilirul)in ans 
(iallvnsteincn Ix'obacliUd. 

Die eigentlieli(‘ strukturelle Zuordnung geseiiali von der Seite des 
Vtcroverdins aus. Was dicsen von (i. Hkks( hkt (^y) s(‘hon 1S30 in den 
Sanmen der llnnd(‘pla('enta t ntdeekten and als Uterov(Tdin bezei('lmet(‘n 
b'arbstoff Ixdrifft. so ist it zwar srhon fnibzeitig niit deni Hilivvrdin in 
Beziehung gebrarht worden. Jedix li gelang (‘s erst R. Lkmbkk(; und 
}. Barcroi t (/6;y), tias Uteroverdin in J‘'onn srines Hydnxhlorids sowie 
s(‘ines DiinetbylestcTs kristallisi(Tf zii isolien‘n. Sehon dit‘ Analyse sowi(‘ 
der Abbau mit J(xlwass(Tsloff-Kisessig zu l^iliriibinsiiure wi(‘sen darauf 
bin, dali es si('h uni d(‘n I)imethytester eini's D(‘liydrobiliriibins :j5H3gOgN4) 
liandein muOte. Tatsadilieh konnti* es niit deni Dimethylester des Hili- 
verdinsidentifiziert werdeii, der in Anlelinungan di(‘ 1 )arstellung des (Wauko- 
bilins [Hy] aus Bilirubin inittels FerridiloriddCisessig gewonnen word(‘n 
war. Somit war die Identitiit des griinen BilivcTclins mit dem Uteroverdin 
bewiesen und die Konstitution als die eines Dehydro-hilirubins sicher- 
gestellt {164, i6y). (ianz abgeschloss(‘n werden konnt(‘ die Beweisfiihrung 
nieht, da n(x*h gewisse I'iilcTsehiede in den vSehmelzpunkten der Dimethyl- 
(*ster auftraten (i6y). Aulierdem wurd(‘ f(‘stgest(‘llt, dab beide Ver- 
bindungen in zwei vers('hi(‘den<‘n Formen kristallisieren. 

Auffallig beim Verglei<'h von Glaukobilin und Hiliverdin ist der Farb- 
unterschied in neutralen l.()sung.smitteln. Das erstere ist in J.dsung rein 
blau, das letztere griin. Ob diese b'arbvertiefung im Biliverdin dunii die 
Vinylgruppen bedingt ist (k 1 <t durch einen mciglic herweise vorhandenen 
Dihydrofuranring, ist nicht erwiesen. 

Die Frage, ob der in den Vogdcierschalen {242, iSi) liuufig vorkommende blau- 
griine Farbstoff, das Oocyan (77, 7^), mit dem Biliverdin identisch ist, konnte 
noch nioht eindeutig geklart worden, Wabrend K. Lemberg { 162 , 164 ) in friiheren 
Versuchen tiir den Oocyan-methylestcr als liruttoformel C37H4QOgN4 fand, gelang 
es ihm nach Anderung dor IsolicrungsmethcKlc, Iblivcrdinester an Stelle des Oocyans 
zu erhalten. Nachdem die obige Summenformel fiir drei Car boxy Igruppen spricht, 
.scheint es, als ware bei der variierten Aufarbeitung eine Decarboxylierung eingetreten. 

Neuerdings ist das Biliverdin als Chromoproteid von D Dinelli { 34 ) in den 
Eierschalen des Kasuars gefunden worden. 

Vber die Aufspaltung des Porphyrinringes zu Bilirubinoiden sowie fiber 
die Konstitution der Verdohdmochromogene und den Mechanismus der 

Bilirubinbildung. 

a) Chemische Aufspaltung des Porphyrinringes. Bereits im Jahre 
1925 beobachteten H. Fischer und F. Lindner (76) bei der Einwirkung 
von Hefe, sowie von Oxykorpern (Pyrogallol, Adrenalin u. a.) oder auch 
Leberbrei auf Hamin in Pyridinlosung einen Obergang des Blutfarbstoffs 
in blaugriine Farbstoffe. Sie sprachen schon damals die Vermutung aus, daB 
es sich ^i den Umwandlungsprodukten um Gallenfarbstoffe handelh kdnne. 
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Ahnliche Befunclc sind auch von L. Ashkr und Ci. Ebnoth (4) sowie 
von Th. Brugsch und Mitarbeitern (27) erhoben worden. 

Bci Untersuchungen iibtT die katalvtischc Obertragung von Sauerstoff 
durch Hamin bcobachteten 1930 O. Wari«jr<» und E. Negelein (265), 
daB beim Einleitcn von Sauerstoff in cine Pyridinibsung von Hamin 
unter Zusatz von Hydroxylamin-hydnK lilorid und Natronlaugc die Farbe 
nachGriin umschlagt. l>tT Dini<*thylester dieses sog. ,,griinen Hamins*', den sie 
kristallisiert erhieltcn, hattc die Zusamrnensetzung C36H4oO,N4 • FeCl4 ± H. 

R. Lemberg (17i), der diese Untersuchung wicder aufnahm, konnte 
nach Veresterung mit Metlianol-Chlorwasserstoff aus dcm Gcmisch 
des ,,gruncn Hamins“ cinen mit Dehydrobilirubinester idcntischen Bili- 
verdinester isolieren. In Analogic hicrzu fiihrte das Mesohamin — dor 
gleichen Reaktion unterworfen — iiber cinen b'crrobilincstcr zu einein 
Glaukobilin. Damit war der Beweis erbracht, dali eine Anfspaltung des 
Porphyrinringes in vitro moglich ist, und zwar sowohl mit biologischem 
Material wie mit rein chemischen Mitteln. 

In neuercr Zeit sind auch Aufspaltungsvcrsuche mit Ascorbinsaure 
untemommen worden. So wurde erstmal von P. Karrer, H. v. Euler 
und H. Hellstrom {145) Cberfiihrung von Hamoglobin bzw. Hamin 
in griine I'arbstoffe bcobachtet. Von R. Lemberg (174) sowie von 

S. Edlbacher und A. v. Segesser (38, 39) wurden diese Beobachtungen 
bestatigt. Diese Autoren nchmcn an, daB unter dem EinfluB von As¬ 
corbinsaure auf Hartiochromogene ein Obergang in die Gallenfarbstoff- 
reihe moglich ist. Kristallisierte Produkte wurden nicht erhalten. Erst 
H. Fischer und H. Libowitzky (ioo) gelang cs, auf diese Weise den 
Koprohamin-I-tetramethylcster uber ein intermediar entstehendes 
„grunes Hamin'* mit Methanol-Chlorwasserstoff iiber die Ferrichlorid- 
molekiilverbindung in das Kopro-glaukobilin-I,^ umzuwandeln. 
Die gleichen Versuchc auf den Mesohamin-IX-dimethylester iiber- 
tragen, fiihrten zii einem Gemisch von Glaukobilinen vom Typ des 
Glaukobilins-IX,^. 



HgC|-iPrs —j|Prs H3C==|Prs H3Cj===|Prs 

N NH N N 
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Was den Mechanismus der Spaltungsreaktion betrifft, so diskutiert 
ihn K. Lemberg dahingehend, daB das intermcdiar cntstehendc griine 
Produkt ein Pyridin-hamochromogen ist, ein Vcrdohainochromogen niit 
bivalent gebundenem Eisen. Mit Methanol-Chlorwasserstoff entsteht 
daraus das Bilivcrdin-Fe-Komplexsalz, aus dem dann das Bilivcrdin 
selbst erhaltlich ist. Erst durch Reduktion entsteht aus diesem in einer 
zweiten Phase das Bilirubin. In Ubereinstimmung mit dicser letzten An- 
nahme steht die Beobachtung von J. B. Haycraft und H. Scofield (114), 
wonach beim Stehen dcr griinen Galle wie auch Ix'i Behandlung mit 
Ammoniumhydrosulfid Bilivcrdin in Bilirubin iibergeht. Die Verhalt- 
nisse werden durch das folgende Schema veranschaulicht: 
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Die Hypothese, daB auch bei der physiologischen Gallenfarbstoff- 
bildung die Zwischenstufen nicht Hamatin oder Porphyrine sind, sondem 
Gallenfarbstoff-hamochromogcne und Bilivcrdin, wird durch verschiedene 
neuere Befunde gesttitzt. So sind natiirliche Verdohamochromogene in 
Praparaten von Pferdeleber-katalase, von Cytochrom c und in Erythro- 
cyten (175) aufgefunden worden. 

Der Mechanismus der Bildung von Verdohamochrornogenen durch 
gekuppelte Oxydation von Hamochromogenen und Ascorbinsaure ist 
von R. Lemberg, B. Cortis-Jones und M. Norrie (17^, J75) naher 
studiert worden. Nach ihnen wird zuerst eine Ferro-ham-hydro-peroxyd- 
Verbindung gebildet. Dann wird der Sauerstoff auf die cx-Methingruppe 
ilbertragen, wobei das Hamatin einer chlorinahnlichen Verbindung, 




wahrscheinlich eines Oxyporphyrins, gebildet wird. Schliehlich wird die 
Methingruppe entfernt und der Ring durch die Einwirkung von Saucrstoff 
aufgcspalten. Hamoglobin selbst reagiert mit Asrorbinsaure und Sauer- 
stoff in ahnlicher Weise, allerdings langsamer (j) und der so erhaltene 
griine Farbstoff wird diirdi Saure iri Bilivcrdin ungewandelt {38, jg, 230). 

Ausgehend von deni Pyridin-hamochromogen des Koprohamin-I- 
tetrarnethylesters haben H. Libowitzkv und H. Fischer (180) durch 
Oxydation mit Wasserstoffperoxyd einen Iso-oxy-koprohamin-I-tetra- 
rnethylester dargestolIF Bei Behandlung der Pyridinlosung dieses 
Oxyhiimins mil Saucrstoff fK‘i 50 -60 wurde ein kristallisierter F'arbstoff 
erhalten, der das Spc'ktrum des ,,grunen Hilmins" von O. Warburg 
und E. Negelein (265) Ix'sitzt. Da sich das Eisen in diesern Kopro-verdo- 
hamin-I-tctramethylester a Is lll-wcrtig erwics, wird gefolgert, daO auch 
das ,,griine Hamin'* das Eisen in Ill-wertiger Form enthalt und nicht, 
wie K. Lemberc, annimmt, ein Verdohamochromogen mit Il-wertigem 
Eisen vorliegt. 

b) Physiologische Aufspaltung des Porphyrinringes. In diesern Zu- 
sammenhang sind auch die Untersuchungen von G. Barkan iiber das 
,Jeicht abspaitbare'* Bluteisen zu nennen. Die Bezeichnung ,,lcicht ab- 
spaltbares“ Bluteisen ist ein Sammelname fur organische Fe-haltige 
Stoffe, die im Blute vorkommen und aus denen unter der Einwirkung 
von o,4proz. Salzsaure ionisiertes Eisen abgespalten wird. Die Haupt- 
menge des ,,Ieicht abspaltbaren" Bluteisens findet sich in den Erythro- 
cyten, *^aber auch das Plasma, bzw. das Serum enthalten eine kleine 
Menge {12, 8), Es wurde schon friih beobachtet, dab dieses Produkt aus 
mindestens zwei Substanzen besteht, die sich in der Resistenz ihrer CO- 
Verbindungen gegen Salzsaure unterscheiden. Nachdem festgestellt 
worden war, dab im Gegensatz zum Hamoglobin das ,,leicht abspaltbare“ 
Bluteisen bei Enteisenung kein Porphyrin ergibt, vertrat G. Barkan (ji) 
schon 1932 als Arbeitshypothese die Annahme, dab diese Verbindung ein. 
vom Blutfarbstoff verschiedene eisenhaltige Vorstufe des Bilirubins seie 
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In neuerer Zeit erhielten G. Barkan und O. Schalks (7, 8, g) durch 
Einwirkung von HydrojKTOxyd auf Hamoglobin in Gegenwart von 
Cyanid eine Verbindung, die sic als \-Pseiidohaniochromogen bezcichnen 
und die dem oben genanntcn Verdohaniochromogc'n ahnlich ist. Sie 
besitzt aber auch die Eigonschaften des ,.leichl abspaltbaren“ BJuteisens. 
G. Barkan und (). Schai.es formuliereii nunmehr den Vorgang des 
Zerfalls des Hamoglobins ini strdnienden Blut in dem Schema auf S, 108. 

c) Photochemische Aufspaltung des Porphyrinringes. Dab bci An- 
wesenheit von Sauerstoff die Porphyrine nicht lieiitbestandig sind, ist 
bekannt. Ein jihotosynthetisches Oxydationsprodukt i.st in reiner Form 
erstmals von H. Fischer und M. Di rk (99) isoliert worden. H. Fischer 
und K. Hekkle (99) beobachteten nun, daB In stininile Porphyrine bei 
Anwesenhcit von Natriuinalkoholat in pyridinisc her Ldsiing schon nach 
kurzer Belichtung unter Ihnschlag der roten h'arbe u])ei Blau nach Griin 
eine tiefgreifende Umwandlimg erleiden. Ausgehend voni Atioporphyrin-T 
konnte schlieBlich aus d(*n Reaktionsjirodukten das Atio-glaukobilin-l,A 
isoliert werden. Neben weiteren Abbauproduklen wurde in etwas bcsserer 
Ausbeute auch eine rotgefiirbtc bilirubinoide X'erbindung erhalten, bei 
der* als niS'Briick(i eine Ketogruppe angenomnien wird. 

3. Bilipurpurine, Choleteline; Mechanismus der GMELiNschen 

Reaktion. 

Wird eine Ldsung von Bilirubin oder Mesobilirubin in Chloroform 
init nitrithalliger Saljietersaure uberschichtet, so tritt ein prachtvolles 
F'arbenspiel auf, und zwar farbt sich die Chloroformldsung titier golb, 
griin, blau, violett, rot nach orange bzw. gelb. 

Diese Umsetzung wird unter dem Narnen ..GmelinscIic Reaktion" 
schon seit langem zum qualitativen Nachweis des Bilirubins benutzt 
( 24g , 127,65) . Zum Zustandekommen der Reaktion ist, wie inzwischen gezeigt 
werden konnte (81,83), das System von viey linear miteinander ver- 
knupften Pyrrolringcn tTforderlich. und zwar mit den Briickenbindungen 
wie beim Bilirubin oder Biliverdin bzw. den entsprechenden Meso- 
vcrbindungen. 

Was die einzelnen h'arbstufen der (iMKLiNschen Reaktion beim 
Bilirubin betrifft, so betrachtet man die Griinstufe schon lange als die 
des Biliverdins. Der dann scheinbar folgende blaue F'arbstoff ist von 
Hrynsius und Campbell (J2g) Bilicyanin, von B. J. Stokvis (243) 
Cholecyanin genannt worden. Es zeichnet sich durch eine intensive 
Rot-Fluoreszenz .seines Zink-Komplexsalzes aus. Der der letzten Stufe des 
GMELiN.schen Testes zugrunde liegende gel be Farbstoff ist von R. ^Ialv 
{184) als Choletelin (Bilitelin) b< zeicfmet worden. Dieses letztert Produkt 
gibt, ahnlich wie das Urobilin, mit Zinksalzen eine grhne ITuoreszenz. 
Infolge dieser Ahnlichkeit hcrrscht in der alteren Literatur bezuglich der 
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Einstufung der Farbstoffe eine groI 3 e Verwirrung. H. K. Barrenscheen 
und O. Weltmann (jj) haben hier erstmals versucht, Klarheit zu ge- 
winnen und kommen zu dem Schlufl, dafi Urobilin und Choletelin ver- 
schiedene Substanzen sind. 

Da die GMELiNsche Reaktion bei Bilirubin und Mcsobilirubin prinzi- 
piell gleichartig verlauft, konnte man bei der Untersuchung des Reak* 
tionsmechanismus von dem leichter — vor allem auf synthetischem Wege 
— zuganglichen, S5mimetrischen Mesobilirubinen und Atiobilirubinen 
ausgehen. Die Untersuchungen von H. Fischer imd E. Adler {86) sowie 
H. Fischer und H. W. Haberland (9^) ergaben, daB der griinen, also 
der ersten Stufe der GMELiNschen Reaktion Bilirubinoide vom Typ der 
Bili-triene, also dcr Glaukobiline bzw. Biliverdine zugrimde liegen. 

In neuerer Zeit ist nun von W. Siedel und W. FroWis (236) die 
GMELiNsche Reaktion in ihren weiteren Phasen verfolgt worden. Die 
Versuche zur Isolierung dcr blauen Phase der Reaktion, fiir welche die 
Bezeichniing ,,Cholecyanin“ in Gebrauch ist, haben zu der Feststellung 
gefiihrt, dab in ihr nicht ein einheitlicher Stoff vorliegt. Sie stellt vielmehr 
eine Mischung dar aus der griinen Losung des salpetersauren Glauko- 
bzw. Biliverdins und der violetten salpetersauren Losung eines neuen, 
in neutraler Losung purpurroten Farbstoffs. Da fiir dieses Produkt der 
Name ,,cyanin“ irrefiihrend ware, wurde die Bezeichnung ,,purpurin“ 
vorgeschlagen, also „Bilipurpurin“ bzw. „Mesobilipurpurin“. 

Der Name Bilipurpurin ist zwar friiher von W. F. Loebisch und M. Fischlbr {182) 
ftir einen aus Rindergalle isolierten Farbstoff gebraucht worden. Nachdem dieser 
aber von L. Marchlbwski sowie von H. Fischer (190, 191, 66) mit dem Phyllo- 
erythrin, also einem Chlorophyllderivat, identifiziert werden konnte, ist der Aus- 
druck ,,purpurin'' wieder frei und darf sinngemaB auch fur ein Bilirubinoid ver- 
wendet werden. 

Da fiir den Dimethylester des Mesobilipurpurins sich die Zusammen- 
setzung C35H4,07N4 ergab, und seine Eigenschaften, wie Farbe, Licht- 
absorption und Rotfluoreszenz des Zinksalzes denen des S. 119 aufge- 
fiihrten Mesobiliviolins gleichen, muB eine gleichartige Konjugation der- 
Doppelbindungen angenommen werden, nur mit dem Unterschied, daB 
sich an Stelle der —CH^-Briicke der Mesobilivioline bei den Bilipurpu- 
rinen eine —^CO-Briicke befindet, entsprechend dem erhohten Sauerstoff- 
gehalt. Die Bildung dieses Farbstoffs, die auch aus Glaukobilin mit 
I Mol Bleitetraacetat erzielt werden kann, wird auf die intermediShe 
Entstehung eines Briickenhydroxyls zuriickgefiihrt (Formel XXXIV). 
In einer zweiten Phase tritt dann unter Verschiebung des Hydroxyl- 
wasserstoffs an das terti^re N-Atom des benachbarten lUnges IV Stabili- 
sierung zu einem „Oxo-mesobiliviolin‘' ein, eben dem Bilipurpurin bzw. 
Me^pbilipurpurin (XXXV). Wie neuere Untersuchungen von W. Siedel 
und E. Grams {240) ergeben haben, sind die Verh^tnisse bei der Gmelin* 
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schen Kraktion ini allgt‘m(‘inon koinplizicTtir, als si(‘ olx-n dargc^steJlt 
wurden. In vcilligcr (Ibcri'instimmnng niit dc*n Mcsoliiliviolincn (vgl. dort) 
cxistim*!! aucii l>(‘i d(‘n Mcsohiliinirpurincn niindcstons zwoi TyjK‘n, die 
sidi vor allem in der i.agi'der Ahsorptionshande ihrer Zink“KompIcxsalz<‘ 
untcrscheidon. Danchen wmien - wie zu (rwarton immer auch 
Produkti* gefaLU, di<‘ ihr Kntstehen eincr wc^iter fortgesrhrittenen Oxyda- 
tion verdanken. 

Ks Jiegt nahe, anzunchmen, daB bci fortschreitender Oxydation 
also dein letzten, orangcgellx'n Stadium der GMKMNsrhen Keaktion 
fine zweite Oxogruppe im liilirubinoidmolekiil auftritt im Sinne der 
jHirmel (XXXVI). Dieses Dioxo-bilirubinoidmiiUtein seincMi Eigenschaften 
dem Urobilin ahnlich s(‘in. Tatsarhlich zeigt ja, wie sehon oben gesagt, 
die Jetzte Phase dcs (iMKiJNschen Te.stes, das Choletelin, Urobilin-eigen- 
schaften. Es ist gelb and fluoresziert als Zink-Komplex.salz wie das 
Urobilin griin. Somit diirfte es sehr wahrscheinlich sein, dali dem Choh’- 
telin bzw. Mesocholetelin die in h'ormel (XXXVI) angegebcnc Kon- 
stitution zukommt. Damit ist gleichzeitig die l^'rage narh der Existenz 
des ,,fluoreszicrenden Doppelgangcrs des Urobilins'" bi^antwortet. DaB in 
der Tat solchc Dioxo-bilirubinoide Urobilin-eigenschaften haben, wurde 
von W. SiEUEi: und G. Pkinzk {2 jS) an einem entspreehenden syntheti- 
schen Dioxo-bilirubinoid gezeigt.. 
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4. Urobilinogen und Stercobilinogen. 

IJwhiluio^vn ( Mesohiliruhino^cn~JX,\). 

Wk‘ schon ini Ab'^clinitt II dargeli'^t wonh'ii ist, wird das Hilirubin 
ini Darni zu J.cukovrrhindiingen r<‘duzk*rt. Dir Untersurhung dieser 
Chromogriie nahni ihron Ans^anf^ von d(‘ni von M. Jai fk {rjS) 1868 in 
der (lalk* ontdrckton k'arbstoff Vrohilitu Schon Jaffh; nahni an, dali 
dk'scr I'arbstoff oin Srkundiirprodnkt ist. ebrii (‘iitstaiidi'n dun h Oxyda- 
tion oiner ontspriThriidrii I.eukovcrbindung. In (dirreinstininmni^ daniit 
strht aurh die Hroliarlitun^' von M. Saillkt (J25) (i8()7). dalJ in frisrheni 
Ham gesiinder Mensch(*n regelniaBif^ kein Urobilin, sondern nur das 
Chromogi'ii desselben vorkomnit und daB aus dieseni (Tst unter der 
Einwirkun{< des IJehtes oder sehwaeher Oxydationsinittel tlas Urobilin 
gebildet wird. Der erste Versiich der kfinstlk hen Herstelliing einer solchen 
Leukoverbindung ist von (i. Stadkler geniaeht worden. R. Maly ( 184 . 
iSs), der spiiter die* Versuehc liber die Natriuinamalgam-Rcduktion des 
Bilirubins wit‘der aufnahin, ubersah die Entstehung der Leukoverbindung 
und erhiolt iniiner sofort cin ,,lIrobilin“. Dagegen erkannte L. Disque (jj) 
bt‘i den gleichen Vorsuchen die primare Bildung der Leukoverbindung. 
flir die von C. Lk Nobkl {lyS) die Bezeichnung Urobilinogen eingefiihrt 
worden ist. Hinsichtlich der Konstitutionsaufklarung des Urobilinogens 
wurde ein entscheidender Erfolg erst erzielt, als H. Fischer unternahni, 
die Urobilinfrage von (irund auf neu zu Ix^arbeiten. 

So gelang es H. Fischer (^9) erstmals, das farblo.se Natriumamalgani- 
Reduictionsprodukt des Bilirubins als einheitlieh kristallisiertc Substanz 
zu gewinnen. Er nannte es zuerst ,,Hemibilirubin", fiihrtc dann spater 
den Namen ,,Mcsobilirubinogen“ ein. Die weitgehende Oberein.stimmung 
dieses Produktes mit dem Chromogen des Urobilins legte den Ciedanken 
nahe, daB beide identisch sein konnten. Tatsachlich gelang es kurze Zeii 
darauf H. Fischer und F. Mever-Betz (50), Urobilinogen aus patho- 
logischem Ham in kristallisiertem Zustand zu gewinnen und mit dem 
Mesobilirubinogen zu identifizieren. Gestiitzt auf die von H. Fischer 
und Mitarbeitem (51, 6g , 7J, 81 ) durch Abbaureaktionen gewonnenen 
Erkenntnisse, der analytischen Zasammensetzung C33H440eN4, den 
Feststeil ungen liber die Konstitution des Mesobilirubins, sowie dessen 
Totalsynthese, wird das Urobilinogen bzw. das Mesobilirubinogen durch 
Formel (XXXVll) dargestellt (S. 116). Vicr Pyrrolkeme sind also durch 
Methylenbrlicken miteinander verbunden. Somit ist die Konjugation 
der Doppelbindungen beseitigt und folglich auch der Farbstoffeharakter. 

Das Mesobilirubinogen tritt in zwei Formen auf, in einer „aciden“ 
und einer ,,nichtaciden“; die sich dadurch unterscheiden, daB die erstere 
in Bicarbonatlosung unter COj-Entwicklung loslich ist, die letztere nicht. 
Die „nichtacide‘* Form ist die vorherrschende. Die „acide*' ist in reinem 
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Zustand noch nicht isoliert worden, sie wan del t sich auch teilweise in die 
,,nichtacide'' Form zuriick. 

Die direkte Synthese des Mesobilirubinogens ist noch nicht durch- 
gefuhrt, wohl aber die synthetische Darstellung durch Reduktion des 
MesobilivioIins~IX,<x [W. Siedel und H. Moller (2jg)]. Die so er- 
haltene Lcnkoverbindung erwies sich in alien Eigenschaften mit dem 
Mesobilirubinogen-IX,<K identisch. Das symmetrische Mesobilirubinogen- 
XIIF^ wurde schon friiher aus Mesobilirubin-XIII,<x {85, 234), dann 
aber auch ausUrobilin-XIIl^^x {234) durch Amalgam-Reduktiongewonnen. 

Stercohilinogen. 

Wenige Jahre nach der Entdeckung des Urobilins fanden C. F. van 
Lair und J. B. Masius (25j) auch in den Faeces einen urobilinahnlichen 
Farbstoff ; sic nannten ihn Stercobilin. Nachdem die Untersuchungen 
in der neueren Zeit gezeigt haben, dab Urobilin und Stercobilin wohl im 
Grundgeriist gleichartig gebaut sind, dennoch aber auffallige Verschieden* 
heiten aufweisen (vgl. S. 117), muBte die Frage aufgeworfen werden, 
ob sich neben dem Urobilinogen ein zweites Chromogen, also ein Stereo* 
bilinogen findet? Durch die neueren Untersuchungen von C. J. Watson 
{263) sowie von H. Fischer und H. Libowitzky {jo6) kann die Frage 
heute dahingehend beantwortet werden, dab tatsachlich Urobilinogen 
und Stercohilinogen nebeneinander vorkommen, und zwar sowohl im 
Harn wie in den Faeces. Nach den bisherigen Untersuchungen uberwiegt 
das Stercohilinogen gegeniiber dem Urobilinogen [vgl. auch (170a)]. 

Nachweisreaktion fur die BiIi>chromogene. Zum Nachweis des Urobilinogens 
und des Stercobilinogens dient nach O. Neubauer [204) das sogenannte Ehrlich- 
sche Reagens; p-Dimethylamino-benzaldehyd in salzsaurer Losung. Die Keaktion 
besteht in einer intensiven Rotfarbung des Reaktionsgemisches. Sie wird auch 
zur quantitativen Bestimmung des Urobilinogens angewandt [vgl. D. Charnas (29), 
Ch. Dh^:r]& {32, 33), C. J. Watson {264) undL. Heilmeyer \ s. auch [206, 229)]. 

Der Reaktionsmechanismuf' ist noch nicht vollig geklart. Die friiher vertretene 
Auffassung, daB sich der Angriff des p-Dimethylaminobenzaldehyds gegen die 
mittelstandige Methylenbrucke des Tetrap)rrran-systems richten wiirde und eine 
Aufsprengung des Molekiils an dieser Stelle stattfinde, ist heute aufgegeben, zugunsten 
der Annahme einer Mitbeteiligung der beiden seitenstandigen Methylenbriicken. 
Denn das Kondensationsprodukt (XXIIa) aus Neobilirubinsaure und p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd ist gelb gefarbt und kommt also als Spaliprodukt der Ehrlich- 
schen Reaktion nicht in Frage {81, 86). 


H3C ,^2^5 

HaCj ,CHgCHaCOOH 



CHj — 

./ ^N(CH,). 

NH 

N 



(XXll a) 


Reaktionen zur 

Unterscheidung von Urobilinogen 

und Stercohilinogen. 


Die Bili'Chromogene unterscheiden sich scharf voneinander in mehreren Eigen¬ 
schaften. Wahrend das Mesobilirubinogen gut kristallisiert, mit Ferrichlorid in 
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salzsaurer L6sung in violettes MesobilivioUn iibergeht und mit alkallscher Kupfer- 
sulfatldsung eine Violettf&rbung mit charakteristischem dreibandigem Spektrum 
gibt [H. Fischer (55)], ist das Stercobilinogen bis jetzt noch nicht zur Kristalli- 
sation gebracht worden. Mit Ferrichlorid entsteht aus ihm in salzsaurer Ldsung 
nur ein rotbraunes Ferrikomplexsalz; mit Kupfersulfat in Alkali ist kein Spektrum 
zu beobachten, jedenfalls nicht in so kurzer Zeit wie beim Mesobiliriibinogen (jo6). 

5 . Urobilin, Stercobilin. 

Das Urobilin wurde im Jahre 1868 von M. Jaffe (jj6, 138) als roter 
Farbstoff in menschlicher Galle und in Hundegalle entdeckt und 1869 
auch im Ham nachgewiesen, imd zwar mittels der charakteristischen 
Fluoreszenzreaktion mit Zinksalzlosungen. Wenige Jahre spater fanden 
C. F. VAN Lair und J. B. Masius (233) auch in den Faeces einen Farbstoff, 
der dem Urobilin ahnlich ist. Sie nannten ihn deshalb Stercobilin. Wie 
schon der Name sagt, nahm Jaffi^ an, daB der Farbstoff aus der Galle 
stammt. Er erkannte auch, daB derselbe ein Oxydationsprodukt einer 
entprechenden Leukoverbindung darstellt. 

Strukturchemisch wurde das Urobilin zuerst von F. Hoppe-Sevler 
{134) bearbeitet. Durch Reduktion des H^matins und Hamoglobins mit 
Zinn-Salzsaure erhielt er Produkte, die in ihren Eigenschaften dem 
Urobilin und dem Stercobilin ahnlich waren. R. Maly (184 — 186) ver« 
suchte dann weiter auf rein chemischem Wege, den Zusammenhang 
zwischen Urobilin und Gallenfarbstoff aufzuklgiren. Er gelangte in der 
Tat auch durch Reduktion des Bilirubins mit Natriumamalgam zu einem 
Korpep, der dem Urobilin Jaff^s glich. 

Eindeutig wurde die Frage nach der Abstammimg des Urobilins erst 
durch die biologische Uberftihrung von Bilirubin in Urobilin durch 
Fr. V. Muller {202, 203) entschieden (vgl. S. 84). Analysen, die sowohl 
von A. Garrod und F. Hopkins (jjo, 133) wie von H. Fischer (49) 
durchgefiihrt worden sind, ergaben durchwegs zu niedere Werte fiir 
Stickstoff. Als Ursache dafiir stellte H. Fischer einen Gehalt von Gallen- 
s^uren und verwandten Stoffen fest. 

Von groBer Bedeutimg ftir die Konstitutionserforschung des Uro¬ 
bilins war der von H. Fischer und F. Meyer-Betz (50) erbrachte Beweis 
der Identitdt von Harn-Urobilinogen mit Me$obilirubinogen (vgl. S. 84). 
Nachdem dann schlieBlich mit der Synthese des Glaukobilins auch die 
Konstitution des Urobilinogens bzw. Mesobilirubinogens im Sinne der 
Formel (XXXVII) (S. 116) endgiiltig festgelegt war, war die Frage zu 
beantworten, in welcherWeise das Urobilin aus dem Urobilinogen durch 
Oxydation entsteht; denn daB es ein Oxydationsprodukt ist, ist — wie 
schon oben gesagt — bereits vcm Jaff^ vermutet und spSlter auch von 
L. Disqu]^ {35) best&tigt worden. 

Wenngleich, wie sp&ter gezeigt wird, Urobilin und Stercobilin nicht 
identisch sind, so liegt doch eine Rdhe gemeinsamer Eigenschaften vor^ 
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bci dcrcn Untersuchung mitunter einc klare Unterscheidung zwischcn 
den beiden Verbindungen nicht mchr gctroffcn worden ist. Dcment- 
sprechend greifen die Arbeiten hinsichtlich der Konstitutionserforschung 
beider Substanzen* derart ineinandcr, dab eine getrennte Behandlung 
nicht moglich ist. 

Wahrend beide Farbstoffe friiher nur amorph anfielcn, gelang es 
1932 crstmals C. J. Watson (256, 258) das Stcrcobilin dcr Faeces, 1933 
das Urobilin des Hams kristallisiert zu erhalten. Letzteres wurde einige 
Zeit spater auch von H. Ri^dert und L. Heilmeyer (223) in kristalli- 
siertem Zustand isolicrt. Sowohl C. J. Watson wie L. Heilmeyer 
und Mitarbeiter haben nun anschlicBend vcrsucht, das Konstitutions- 
problem des Urobilins bzw. Stercobilins auf analytischem W ege zu losen 
und die Frage nach der Venvandtschaft oder Identitat beider Farbstoffe zu 
beantworten. Trotzdem so in der Folgezeit die beiden Substanzen in 
Form verschiedener Derivate charakterisiert worden sind, konnte eine 
eindcutige Summenformel nicht aufgestellt werden. Gesichert war nur 
der Stickstoffgehalt der Verbindungen mit 4 N-Atomen und die Existenz 
von Mono-hydrochlorid-derivaten. Im Gegensatz zu den meisten Gallen- 
farbstoffen- der Mesoreihe lieferten weder Urobilin noch Stcrcobilin bei 
der Oxydation Methyl-Slthyl-maleinimid. 

Aus dcr Beobachtung nun, dab durch Einwirkung von Eisessig auf 
Mesobilirubin an der Luft Oxydation zum Glaukobilin, also eine De- 
hydrierung des Mesobilirubins an der ms-Briickc und einer der benach- 
barten Iminogruppen eintritt, haben W. Siedel und E. Meier (233, 234) 
auf einen analogen Dchydrierungsmechanismus bei der Entstehung des 
Urobilins aus dem Urobilinogen geschlossen, vor allem, da auch das 
Urobilinogen besonders leicht mit Eiscssig-Luftsauerstoff wieder zum 
Urobilin oxydierbar ist. Dem Urobilin muBtc somit die Struktur 
(XXXVIII) ‘'zukommen (S. 116). 

Zum Beweis der Richtigkeit dicser Auffassung wurde von W. Siedel 
und E. Meier (234) die Kondensation der Iso-neobilirubinsaure (XL) 
mit Formyl-neobilirubinsaure (XXXIX) durchgefuhrt, die ihrerseits 
durch katalytische Reduktion der Formyl-neoxanthobilirubinsaure mittels 
koUoidalem Palladium dargestellt w^urde. Tatsachlich fiihrte diese 
Kondensation, die mit 2 n-Salzs&ure vollzogen wurde, zu eihem Produkt 
mit den Eigenschaften des Urobilins. Der Vergleich mit Urobilin, das 
durch Einwirkung von Eisessig auf analytisches Mesobilirubinogen dar¬ 
gestellt und erstmals einwandfrei kristallisiert erhalten worden war, 
ergab vollige Identitat. Der Befund, dab Urobilin hygroskopisch ist 
imd dab die halogenwasserstoffsauren Salze instabil sind, erkiarte 
die Differenz in den friiheren analytischen Ergebnissen [betr. Dar- 
stellung des Urobilins aus analytischem Material vgl. auch (22, JJ2, 
248)1 
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(XXXVll). I'r«»bihuu|fm Mi -;(ihiliiul)inni{fii-IX, 



Somit war (lurch die Synthcsc ^Ici(‘hz(‘itig Klarheit iilHT (li(‘ Kon- 
sHtution des Urobilins geschaffcn. Infolgc* dor Unsymnittric d(\s Mole- 
kills besteht auch beim Ur()l)ilin-lX,.x wie beim Glaukobilin-IX,^ die 
M()glichkeit, daO oin Isoim^res niit einor zum Kern IT verlagertcn I)oppc*l- 
bindung existieren kcmnt(‘. Die in diesem Siniie durchg(‘fiihrte Synthese 
durch Kondensatiori von Forniyl-iso-neobilirubinsaurc mit Neobilirubin- 
saurc ergab ein niit Urobilin-IX.^c identisches Produkt. Diese Verhalt- 
nissc stimmen also mit denen beim (daukobilin iiberein. 

Symmetrische Urobiline, wie die Isomeren —XIIl,ot und III,a, 
warden von W. Siedkl und E. Meier { 2J4 } durch Kondensation der 
Neo- bzw. Iso-neobilirubinsaurc mittcls Amcisensaurc und Essigsaure- 
anhydrid im Sinne der untenstehenden Formulierung erhalten. Dem 
Urobilin ^hnliche vierkernige Verbindungen sind auch von H. Fischer 
und A. Kurzinger (8 j) dargestellt worden. Sie haben die gleiche Briicken- 
anordnung wie Urobilin und fluoreszieren mit Zinksalzen ebenfalls griin. 



'1 i ■ 

H ^OH 

HN NH 


Durch katalytischc Hydrierung des Urobilins-XIII,(x wurde schliefi- 
lich unter Aufnahine von 2 Atomen Wasserstoff das Mesobilirubinogen- 
XllUtx dargestellt. Es stimmt in seinen Eigenschaften prinzipiell mit 
dem Urobilinogen iiberein. 








Ci« llenfarbstoffe 


117 


Wie schon oben hcrvorgehoben, licgt im Stercobilin ein dem Urobilin 
iiuOerst ahnlicher Farbstoff vor. Die wcitgchende Ubereinstimmung 
hat immer wieder die Fragc nach der Identitiit oder Nichtidentitat der 
bciden Pigmcnte veranlaBt. Trotz eingehender Untersuchungen konnten 
aber bis 1935 weder C. J. Watson (259, 262) noch L. Heilmeyer und 
W. Krebs {122) Endgtiltiges aussagen. Nachdem zwar schon friiher 
Un-terschiede in der Stabilitat des Urobilins und des Stercobilins gegen- 
iiber Fcrrichlorid beobachtet worden waren (170), wurde der exakte 
Beweis der Verschiedenheit beider Pigmente erst durch die Unter- 
siichungen von H. Fischer, H. Halbach und A. Stern (95), H. Fischer 
und H. Halbach (96) sowie durch die Urobilinsynthese von W. Siedel 
und E. Meier (2J4) erbracht. So stellten erstere die ausgepragte optische 
Aktivitiit des Stercobilins test, — eine Eigenschaft, die Urobilin nicht 
besitzt und im Hinblick auf seine Konstitution auch nicht haben kann. 
Wahrcnd das durchwegs gut kristallisierende Mesobilirubinogen beim 
oxydativcn Abbau Methyl-athyl-maleinimid liefert, wurde dieses bei der 
gleichen Behandlung des reduktiv erhaltencn - - nicht kristallisierenden — 
Stercobilinogens nicht gebildet. SchlieBlich erwies sich das Stercobilin 
analytisch urn 4 Wasserstoffatome reicher als das inzwischen syntheti- 
sierte Urobilin. 

Umgekchrt gleicht das Stercobilin sowohl spektroskopisch wie kristall- 
c)l)tisch dem Urobilin weitgehcnd, ebenso sind die Kristallformen, auch 
der Derivate, zum Verwechseln ahnlich. DaB die Anordnung der /S-Seiten- 
ketten im Urobilin — IX,x und Stercobilin die gleiche ist und allgemein 
mit derjenigen der natiirlichen Bilirubinoide iibereinstimmt, ist durch 
die Uberfiihrung von Stercobilin mittels konz. Schwefelsaure in Glau- 
k()bilin-IX,fx bewiesen worden (96). 

Im Hinblick auf die rein auBeren Eigenschaften des Urobilins und des 
Stercobilins war schon von vomherein sicher, daB die Anordnung der 
Briicken-Methin- und Briicken-Methylengruppen, d. h. die Hy- 
drierungsstufe des Briickenskeletts beim Stercobilin die gleiche ist 
wie beim Urobilin-IX,(X, bedingt doch, wie durch die synthetischen 
Arbeiten gezeigt werden konnte, gerade das Briickenskelett den Gruppen- 
charakter der Bilirubinoide. Unter Zugrundelegung dieses Urobilin- 
geriistes haben H. Fischer und H. Halbach (96) fiir das Stercobilin 
die Formel (XLI) aufgestellt. 

H H 

H3C- H,Cp-||Prs Prs|-CH, 

jl—CH,—I, J—ChJ., I —CH,—U, /I 

H NH NH N NH H 

(XLI). Stercobilin, C5j|H460«N4. 

Die Formel ist noch nicht durch Synthese bewiesen. In ihr sind in 
den Pyrrolkernen I und IV die vier ,,uberzahligen'' H-Atome unterge 
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bracht und damit gleichzeitig die fiir die optische Aktivitat verantwort- 
lichen Asymmetriezentren geschaffen worden. 

^feuere Untereuchung des Stercobilins durch H. Fischer und H. Libo- 
WITZKY (io6) hat die friiheren Ergebnisse bestatigt. Sie hat waiter er- 
geben, dafl die basischcn Kerne des Molekiils bei der Oxydation sauere, 
optisch-aktive Spaltstiicke liefem. Hamatinsaure wurde nicht gefaBt. 
SchlieBlich konnte gezeigt werden, daB die friiher beobachtetc leichte 
optische Inaktivierbarkeit des Stercobihns in der Anwendung zu 
geringer Substanzmengen bei den Messungen begrundet war. Wahrend 
das Hydrochlorid die spezifische Drehung 720 — —1700° besitzt, 

hat die freie Saure die spezifische Drehung von —320° in Chloroform, 
—254° in Eisessig, + 256in Ameisensaure und —140° in 0,1 n-Natron- 
lauge. Das Drehungsvennogen ist stark von der Wellenlange abhangig. 
Bei Stercobilinogen konnte eine optische Aktivitat nicht festgestellt 
werden; es sei jedoch betont, daB bei der Re-oxydation desselben wieder 
optisch aktives Stercobilin entsteht. 

Das Ergebnts aller dieser Untersuchungen ist, daB als Umbauprodukte 
des Blutfarbstoffs zwei urobilinoide Farbstoffe vorkommen, die streng 
auseinanderzuhalten sind: 

a) Urobilin (= Urobilin-IX,<x) als Oxydationsprodukt des Urobilino¬ 
gens und 

b) Stercobilin, das seine Entstehung einem komplizierteren ProzeB 
verdankt. Wahrscheinlich entsteht sein Chromogen durch sekundare 
as3mimetrische Reduktion des Urobilinogens im Darm. 

Nachweisreaktioii dea Stercobilina und Urobilina. Nachgewiesen werden 
beide Urobilinoide mittels des ScHLESiNGBRschen Reagens (Zinkacetat in absolute 
alkoholischer Ldsung). Es tritt bei beiden Farbstoffen eine intensiv grdne Fluoreszenz 
mit charakteristischem Absorptionsspektrum. auf. Quantitative Bestimmungs- 
xnethoden sind ausgearbeitet worden von L. Heilmbyer {115, 116), C. J. Wax- 
son {264) und O. Sato (22y), Sehr h&ufig wird auch das Urobilinogen nach der 
Oxydation zu Urobilin quantitativ bestimmt. Untersuchungen von C. J. Wax- 
son {264) haben jedoch gezeigt. daO selten eine vdllige Umwandlung von Uro¬ 
bilinogen in Urobilin mdglich ist und daB dementsprechend die Bestimmungen 
ungenau sind. Umgekehrt kOnnen die Urobilinoide zu den Leukoverbindungen 
reduziert und als solche quantitativ bestimmt werden. 

Unteracheidungareaktion zwiachen Urobilin und Stercobilin. Urobilin und 
Stercobiliu unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Stabilitftt gegen Ferrichlorid. 
Bei Einwirkung von FeCl3 in 25proz. SalzsRure auf Urobilin in Methanol bei 100^ 
tritt bereits nach 10 Minuten intensive Mesobiliviolin-Bildung ein (S. 119). Sterco¬ 
bilin gibt die Reaktion nicht. — Am einfachsten kbnnen Urobilin und Stercobilin 
durch die Untersuchung auf optische Aktivit&t unterschieden werden. Nur das 
letztere dreht die Ebene des polaiisierten Lichtes. 

6. Dihydro-mesobiltrubin. 

Zu dem Urobilin und Stercobilin zugrunde liegenden Briickenskelett 
ist noch ein Isomeres denkbar, das sich von ihm nur durch Verlagerung 
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einer Hnicken-Mcthylengrupp)e iiii Siniu' dt*r T'orincl (XLII) unter- 
scheidet. Dieses Produkt findct sirli ikuIi H. Imsc hkk uikI H. Baum- 

J=CH—ch,—)—ch, J|^ |oh 

N NH NH NH 

(XLII, 

GARTNKR (90) iTiit ziemlicher KegcliniiUigkeit in den Muttcriaugeii der 
Mesobilirubin-darstcllung. Es stcllt eben das Zwischenprodukt dcr 
Reduktion des Mesobilirubins ziiin Mesobilirubinogen dar und koimtc 
in Form feiner gelber Niidelchen isolicrt werden. Analyse und Eigen- 
schaften sprechen fiir die obige Konstitution eines Dihydro-mcsobili- 
rubins. Es gibt primer kein fluoreszicrendcs Zinksalz: bci der Gmelin- 
schen Keaktion tritt lediglich Rotfiirbung ein, bei der EuRLiciischen 
Reaktion Violettfarbung. Wie die Untersuchungen von W. Sieoel und 
H. Moller (vgl. nachsten Abschnitt) zeigen, stehen diese Eigenschaften 
mit der Konstitution des Produkts in vollem Einklang. Bei der Einwirkung 
oxydierender Reagenzien tritt vorwiegend Dehydrierung an der mittel- 

standigen —CHj-Briicke und der Iminogruppe eines l)enachbarten 

Ringes ein, unter Bildung von Mesobilirhodin und untergeordneter Bildung 
von Mesobiliviolin. 

7« Mesobiliviolin, Mesobilirhodin. 

Bei Untersuchungen liber die Stabilitat des Mesobilirubinogens er- 
hielten H. Fischer und G. Niemann (yj) bei Einwirkung von Ferri- 
chlorid auf eine salzsaure Ldsung der Leukoverbindung in der Hftze 
einen intensiv violetten Farbstoff, der allerdings nur undeutlich kristalli- 
sierte. Seiner Farbe entsprechend wurde er „Mesobiliviolin* ‘ genannt. 
Dieses „Mesobiliviolin*‘ zeigte als chlorwasserstoffsaures Salz ein 
dreibandiges Spektrum und war vor allem durch eine schone Rotfluores- 
zenz seines Zinkkomplexsalzes in alkoholischer Losung charakterisiert. 

In der Natur wurde dieser violette Farbstoff von C. J. Watson (257) 
bcobachtet. Da er ihn immer in Begleitung des Stercobilins im Kot fand, 
nannte er ihn Kopromesobiliviolin. GroBerc Bedeutung erlangte der 
Farbstoff durch die Untersuchung der Pigmente der Rotalgen (vgl. 
S. 122). SchlieBlich ist auch schon die Frage aufgeworfen worden, ob 
nicht das Cytochrom ein Biliviolin-hamochromogen iSt (172). 

Leider ist in der Zwischenzeit, infolge der allerdings sehr groQen 
Ahnlichkeit, das Mesobiliviolin mit dem Bilicyanin, also der blauen 
Phase der GMi^UNschen Reaktion, in Beziehung gebracht worden. Da- 
durch ist eine Verwirrung eingetreten, die so weit ging, daB die Be- 
zeichnung „Biliviolin** schlieBlich als Kollektivausdruck gebraucht wurde. 

Hier wurde ein entscheidender Wandel durch die synthetische Arbeit 





^M*s( lialfcn, im<l /war iin Ziisaininciilian^ init di r Synlht st* dcs (ilanko- 
hiliiis u?ul d(s Trobilin^. 

So konnt(‘ von VV’. SiKDia. (Jjj) wcrdrn, dad dnrrh Kondcn- 

sation von r'orinvi-nvoxanthobilindnnsaiirc (XXVI) niit Nro- (kIct Iso- 
nrobilirubinsaiin* (in in ncntialtT laisung violettcr b'arbstoff cntstcbt, 
(Inn b Kond(‘nsation von b'onnyl ncobilirubinsaiin* (XXXIX) iiiit Nvo- 
od(*r Iso-nroxantbobilirnbinsanrt* rin in ntaitralcr Ia>snn|:( mvhr braun- 
rotvr b'arbstolf. MrstrnT |:'ibt init Zinksalzi n die tyj)is( be KotfJuorvszenz 
dr*^ Mcsobiliviolins, IctztcTCT f^ibt c‘inc‘ l)<‘ig(‘-farbt*n(* l*'liion‘szenz. Ini 
Vtriauf di('s(‘r lJntorsurhunj'<Mi konnU* claim dtT ]^(‘wc‘is mittels dc*r 
( bromatoj^raphiscdicn Adsorptionsanalysc* erbradit wi rdcai, dad das ana- 
lytisc'hc ,,M('sobilivioIin“ dx'nfalls ausdiesc'n bcMclon b'arbkom|H>n(mt(‘n zu- 
sanimc‘ngc*sc‘tzt ist. AIs Hczvic lmun^ wurdc* ftir die* rotviolcdte Tyj»e dcT 
Name Mesobiliviolin b(‘ibdialten, fiir dje* incdir brannrotc* d(‘r Ausdria k 
Mescjbilirhodin eingefiihrt. Auf (irund der Syntluscir e rgeben sirh fiir 
die bidden b'arbkomponenten die Fornielbilder (XLIII) iind (XLIV), 
fiir das Mesobiliviolin also ein Hilirubinoid, Ini deni die Pyrrol- und 
Pyrrolen in kerne alternieren. Beirn Mesobilirbodin liegt zwar die gleidie 
Hydrierungsstufe vor, doch ist die Page der Dopjxdbindnngen derart 
geandert, dad je zwei Pyrrol- und Pyrroleninring(‘ ncdH'iU'inanderlic'gc'n. 
Beide sind Isomere des Mesobilirubins und untersc beide n sic h von ihm 
nur durch die Page der —CHg-Briicke. 

HaCp— H^C- -Prs Prs.-fCH., - 

|! O J i 

HO .=CH—'C( Hi 11—CH,—" OH 

N NH NH NH 

IXXVI). r'onnyl npoxanthohiliiuhms.iure-. 
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Ht'tra(‘htet man nun die beim Urobilin, 

wciclus aJs Zwiscli<ii|)rodiikt bei (l<‘r Bildung des ,,Mesobilivi()lins“ 
('rwi(‘sen ist, so crkcnnt man, daB sie in drei Kirhtiingen vor si(:h gehen 
kann: 

a) Dehydrierung an dcr IniiiH)gru|)|)e d(‘S Ringc's I und dor \-CH 2 ~ 
Grupjx'; 

b) I)ohydri(Tiing an dor Iminogruppo <los Kingos IV' und dor 
(iruppo; 

0 ) DohydritTung an dor IminogrupjH' dos Ringos II und dor 
(iru])po. 

Boi b'all a) ontst('ht das M(‘Sobilivio!in, boi Fall b) das Mosobilirhodin. 

l nibilino^c*!!. 
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Mesobili violin. 
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Mesobilirhodin. 


N 


HoT”JJ --CH“-:l J—-ChJ j 


-CH, 


OH 


NH 


N N 

Isuincrcs Mfs(*bilivi«*Iin. 


NH 


Die Synthese dos Mesobiliviolins-lX,.\ ist von W. Siedel und 
H. Moller (2J9) durchgefiihrt worden, ebonso die Synthcse des isomeren 
Mesobiiiviolins-XIII,(\. Bei beiden Verbindungen ist bei langerem 
Liegen eine Umwandlung beobachtet worden. Das Umwandlungsprodukt 
ist in Losung nicht mehr violet trot, sondern braunrot. Die Rotfluoreszenz 
des Zinksalzes bleibt jcdoch erhalten, nur ist die charakteristische Ab- 
sorptionsbande im Rot naeh dem kiirzerwelligen Teil des Spektrums 
verschoben. Alle Eigenschaften des Umwandlungsprodukts deuten 
darauf bin, daB in ihm das Isomere des Mesobiliviolins vorliegt, das bei 
dem obigen Dehydrierungsmechanismus c) entsteht. Endgiiltig bewiesen 
ist diese Annahmc noch nicht; es ware schlieBlich auch noch eine Lactim- 
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Lactam-Tautomerie am Kem I mdglich, wie sie schon mehrfach in Er- 
wagung gez6gen worden ist (vgl. S. 93). 

Reduktion des Mesobiliviolins-IX,^ mit Natriumamalgam fiihrte zum 
Mesobilirubinogen-IX,« (= Urobilinogen), Reduktion mit Platinoxyd- 
Wasserstoff zum Dihydro-mesobilirubin, welches seinerseits, mit sal- 
petriger S^ure oxydiert, in Mesobilirhodin iibergeht, w^rend Meso- 
biliviolin nur in ganz untergeordneter Menge zuriickgebildet wird. Es 
ist somit im Sinne des folgenden Schemas eine einfache Uberfiihrung 
von Mesobiliviolin in Mesobilirhodin mdglich: 

h3^]=CH—I ^1—CH=[7^—ch,3^J!oh 

N NH N NH 

Mesobiliviolin. 

j Pto,. H, 

hoI^^L CH— 

N NH NH NH 

Dihydro>mesobiUrubiii. 

! HNO, (-H,) 

Ha^'=CH—J=CH—CH,—!!^^0H 

N N NH NH 

Mesobilirhodin. 

Phykobiline, die Pigmenie der Rotalgen; Mesohilieryihrin^ Mesobilicyanin, 

In Fortfiihrung der Untersuchungen von Fr. T. Kutzing, H. Molisch 
und C. Nageli, G. G. Stokes und A. Hansen gelang es H. Kylin {14S), 
die Chromoproteide der Rotalgen in EiweiBbaustein und Farbkompo- 
nente zu zerlegen. Aus dem urobilinartigen Charakter dieser Farbstoffe 
schloB dann sp^ter R. Lemberg (j6o, j6i, 165, 166) auf die Zugehorigkeit 
der Pigmente zu den Gallenfarbstoffen. In Anlehnung an friihere Befunde 
von H, Kylin und Z. Kitasato (146) gelang es ihm, sowohl aus dem 
blauen jPhykoc}^ wie aus dem roten Phykoerythrin mittels Umsetzung 
mit methylalkoholischem Kali ein Glaukobilin zu isolieren. 

Betreffs der Zuordnung der Phykobiline zur Reihe der bis dahin 
bekannten Gallenfarbstotfe kam dann R. Lemberg zu der Ansicht, daB 
die beiden Farbstoffe mit dem in der Farbe ihnlichen „Mesobilivioiin" 
in Beziehung stehen kdnnten. Er fand auch, daB in dem analytischen 
Mesobiliviolin ein Gemisch zweier Farbstoffe vorliegt. Da sie in ihrer 
Farbe den Produkten aus den Rotalgen glichen, nannte er sie Meso- 
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bilicyanin und Mesobilierythrin. Eine exakte Treniinng koimte er jedoch 
nicht erzielen. £r glaubte auch, im Mesobilicyanin ein Oxydations- 
produkt des Mesobilierythrins bzw. des Mesobilirubins vor sich zu haben. 
Die Frage nun, ob die Farbstoffe der Rotalgen mit diesen von W. Siedel 
als Mesobiliviolin und Mesobilirhodin bezeichneten Gallenfarbstoffen 
tats^chlich identisch sind, ist noch nicht entschieden. 


Tabelle i. Typen der bis jetzt bekannten Bilirubinoide. 









124 


W. SlEDEL 


Fortsttxung von Tdbelle i. 



Farbein 

neatraler 

LOsimg 

i 

Oxo-bili-diene: 




II ■ II "1! 

N NH N NH 

Bilipurpurin 

Mesobili- 

purpurin 

rot- 

violett 

rot 

CH=I^ J—CO—l yOH 

NH N N NH 

Isomeres Bili¬ 
purpurin bzw. 
Mesobilipurpurin 

rot 

rot. 

Dioxo-bili-cne: 




Ho| CO—CH-^' CO— iOH ! 

\/ \/ \/ ; 

NH NH N NH ! 

Choletelin (?) 
Meso- 

choletelin (?) 

gelb 

grun 


Lichtabsorption und Konstitution der Bilirubmoide. 

Die analytisch, in der Hauptsache aber synthetisch ermittelten 
Konstitutionsformeln der Bilirubinoide stehen, wie die Untersuchungen 
liber die Absorptionsspektren der Galienfarbstoffe von A. Stkrn und 
F. PRUCKNER {244, 216) zeigen, vollig im Einklang mit der Lichtabsorp¬ 
tion dieser Farbstoffe. 

So ist die Absorptionskurve des Urobilins sehr ahnlich derjenigen def 
Pyrromethene, nur daO die Maxima nach Rot verschoben sind. Tat- 
sachlich stellt ja auch das Urobilin im Prinzip ein Pyrromethen dar, 
lediglich flankiert von Pyrrolkernen, die selbst keine chromophoren Eigen- 
schaften besitzen. Die Spektren des Stercobilins und des Urobilins sowie die 
ihrer Hydrochloride sind einander sehr ahnlich, doch sind sie nicht identisch. 

Die Absorptionskurve des Mesobilirubins ist gegeniiber der des Uro¬ 
bilins nach Blau verschoben, und zwar infolge des Einflusses der beiden 
Oxygruppen, die sich hier an Pyrroleninkemen befinden. Die Lage der 
Absorptionsmaxima bei den Oxypyrromethenen wie der Xanthobili- 
rubinsaute und Iso-xanthobilirubinsaure spricht ebenfalls dafiir, daB die 
OH-Gruppen sich am Pyrroleninkem des Pyrromethensystems befinden. 

Bei Salzbildung tritt sowohl bei Urobilin wie bei Mesobilirubin die 
gleiche spektrale Veranderung auf wie bei der Salzbildung der Pyrro¬ 
methene, woraus wiederum auf das Vorhandensein von Pyrromethen- 
strukturen in den Geriisten dieser Farbstoffe geschlossen werden muB. 

Entsprechend besitzt das Glaukobilin als Bili-triensystem mit drei 
Pyrroleninkemen und einem Pyrrolkem ein dem Typ nach vollkommen 
verandertes Absorptionsspektrum, dessen Maxima betrachtlich nach 
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kiirzeren Wellen verschoben sind. Glaukobiline mit anderen /?-Sub 
stituenten haben den gleichen Absorptionstyp wie Glaukobilin-IX,<%. 
Doch ist der EinfluB von verschiedenen, nicht besonders chromophoren 
Giuppen auf die Lichtabsorption iin Bili-triensystem relativ groB, 

IV. Zweikernige Gallenfarbstoffe. 

I. Mesobilifuscin, Bilifuscin, Myobilin. 

Bei den Versuchen znr Reduktion des Rohbilinibins zuni iVIesobili 
rubinogeii inittels Natriuniiiinalgam gewann H. FisciibK (^g) eiii braunes 
Nel)enprodnkt, das er als ,,KorptT 11“ bezeichnete. Da es jedoch nicht 
ni()gli<h war, die Substaiiz zur Kristallisation zu bringen iind damit 
r(‘in darziist(‘Il(‘n, wiirdcn die llnUTsiicInmgen ziinirkge'^tellt. Dieses 
Nebenprodukt g(‘wann nun (‘in b(‘Si)nd(‘res Interesse, als ('S (i. Meldo- 
LKSi (/g6) g(‘lang, aus den Fazes von Myopathikern ein ueuartiges Pigment 
zu isoliert'ii, das deni ,,K(")rper 11“ a\iBerordentli(‘h ;ihnli('h war. Es wurde 
desbalb vonW. Sikdki. und H. M6 llkk( 2J7) die Pnifnngdes ,,Kdrt)ers IJ“ 
erneut in Angriff genoinrnen. Diireh cliroinat()gra|>his('he Adsorptioiis- 
analyse konnle er gerc inigt werden. Ab(‘r obwohl er als Methylester init 
einem einigiTinaBen konstantc'ii Selnnelz})unkt rein erlialten wurde, 
konnte ('irie. Kristallisation bis jetzt noch nic ht (‘rreic ht werden. 

DaB es .sich nun tatsaehlieh um (‘inen Pyrrolfarbstoff handelt, wurde 
durch oxydativen Abbau zu Methyl-athyl-maleininiid und Hamatin- 
siiure bewiesen. Alk'rdings inuBte der ,,Kdrperir' iin Aufbau von den 
hekannten (iallenfarbstoffen wesentlirh uriterscdiieden sein, und zwar 
insofern, als cr keine der bekannten (ialhmfarbstoffreaktitmen gibt. Ko 
wird mit Natriumamalgain keine Leukoverbindung (‘rhalt(‘n. ia'diglirh 
mit Zink-Eisessig trat in der Hitze eine R(‘duktion ein, die auf das V"or- 
handensein ciner Briicken-inethingruppe, wi(‘ in Di])yrrylniethenen, 
hinwies. Die Analy.se selbst spraeh fur ein dcui BiIirubinoid(^l g(‘genuber 
sauerstoffrei('heres Produkt. 

VcTsuche, durch Oxydation von bekannten Bilirubinoiden aus zu 
dem Produkt zu gclangcn, waren crfolgreich’. So wurde (lurch Oxydation 
von M(^s()bilirubinogen-IX,<x mit Bleitetraacetat ein brauner, amorpher 
K()r|x*r gewonnen, der in Form .seines Methylesters in der Bruttozusammen- 
setzung, im ganzen Verhalten sowie auch in der Absorption im Ultra- 
violctt mit dem ,,Kdrper IP' identisch war. Auch durch Oxydation von 
symmetrisc'.hcm Mesobiliriibinogcn-XIII,a, Urobilin-XTII,<x, Mesobili- 
rubin-XlH.x und Glaukobilin-XIII,(X wurde der entsprechende Korper 
gewonnen. Nachdem durch weitere analytische Untersuchung die Brutto- 
forniel des Methylesters zu (Ci 7 H 2204 N 2 )x festgclegt war und die Mole- 
kulargewichtsbestimmung auf das Vorliegen eines zweikemigen Pyrrol- 
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derivats hinwies, wurde die Oxydation auf zweikcmige Verbindungen, 
luid zwar auf Neo- und Iso*rieoxahthobilirubinsaure ausgedehnt, in der 
Erwartung, dafi auch hier der ,.K6rper IF' entstehen konnte. TatsSLchlich 
ftihrten diese Oxydationsversuche ebenfalls zum Ziel. Gleichzeitig ge- 
statteten sie aber auch noch einen Einblick in den Mechanismus der Oxy- 
dationsreaktion. Es gelang namlich, als primare Produkte der Oxydation 
farblose, gut kristallisierte Kdrper zu erhalten, die um ein Sauerstoffatom 
reicher waren als der ..Korper IF'. Die Uberftihrung dieser Oxoprodukte 
in „K6rper IF* konnte dann durch Reduktion mit Natriumamalgam und 
nachfolgender Behandlung mit Chlorwasserstoffsaure bewirkt werden. 
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Alle diese Ergebnisse fiihrten dann zu dem SchluB, daB dem 
„K6rper 11 “ mit groBter Wahrscheinlichkeit die Konstitution eines Di- 
oxyp3aTomethens zukommt, identisch mit der in den Formeln (XLVI) und 
(XLVIa) angegebenen Oxy-neoxanthobilinibinsaure oder Oxy-iso-neo- 
xanthobilirubinsSLure, bzw. einem Gemisch von beiden. Fiir diese Kon- 
stitutionsauffassung spricht weiter der Abbau mit JodwasserstoffsSlure 
zu Opsop)nrrol-carbonsaure, die aus vierkemigen Gallenfarbstoffen bisher 
noch nicht erhalten worden ist. In Gbereinstimmung mit den Formeln 
ergab weiter die GRiGNARD-Umsetzung nach Zerewitinoff das Vor- 
handensein von drei ,,aktiven“ H-Atomen. Schliefllich wurde bei Um- 
setzung des a, <x'-Dibrom-pyrromethens (XLVII) mit Kaliummethylat — 
allerdings in sehr geringer Ausbeute — ebenfalls der ,.K6rper 11 “ erhalten. 
Umgekehrt entstand bei Umsetzung des „Korpers 11 “ mit Brom-Brom- 
wasserstoffsaure ein Dibrom-pyrromethen. 

Die Bildung des „Kdrpers 11 “ durch Bleitetraacetat-Oxydation der 
Neo- bzw. Iso-neo-xanthobilirubinsaure laBt sich im Sinne der Formu- 
lierung (vgl. unten) durch die Annahme erkiaren, daB gleichzeitig mit 
der Oxydation der freien a-Stelle der Oxy-pyrromethene eine Oxydation 
an der Methinbrucke einsetzt, so wie sie von W. Siedel und W. Frowis 
bei der GMELiNschen Reaktion in Betracht gezogen wird (S. iii). Das 
in der ersten Phase gebildete Enol stabilisiert sich dann unter Ver- 
schiebung des Hydroxylwasserstoffs an das tertiare N-Atom des benach- 
barten Pyrroleninringes. Mit der Ausbildung der —CO-Gruppe liegt dann 
das farblose Oxoprodukt (XLV) bzw. (XLVa) vor, das durch eine 
intensive Pentdyopentreaktion. (S. 130) ausgezeichnet ist. 

Der leichte Dbergang dieses Oxoprodukts in den „K6rperII“ nach 
Reduktion mit Natriumamalgam und folgender Behandlung mit Chlor- 
wasserstoffsaure diirfte dann in der intermediaren Bildung eines neuen 
Carbinols begriindet sein. DaB derartige Dipyrrylcarbinole bereits mit 
geringsten Spuren von Mineralsauren durch Wasserabspaltung in die 
entsprechenden Pyrromethene iibergehen, ist schon von H. Fischer imd 
G. Fries (gj) gezeigt worden. 

ho1JIcp4Jh hoQ”. -c- liJoH 

N NH L N ^ HO NH . 



(XLVIII) 


(XLVIIlft) 
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Bili/uscin. 

Was die H(‘rkunft des ..Kdrpers II‘‘ betrifft, so wurde festgestellt, 
dab die Muttersubstanz dein Rohbilirubin beigcmengt ist (2J7). Bei 
naherer Betrachtung der noch unerforschten Begleitpigmente des Bili¬ 
rubins orwies sich als diese Substanz diejenige, die von G. Stadeler {243) 
die Bezeichnung ,,Bilifusein“ erhalten hat und die sj)atcr von L. v. ZuM- 
BUSCH (271) und E. Weinbkkiier (266) bearl^eitct worden ist. Da an- 
zunehrnen ist, dab das Bilifuscin entsprechend seinem Vorkommen zu- 
sammen mit Bilirubin eine Vinylgruppe cnthalt, licgt zwischen ihm und 
dern eine Athylgruppe tragenden ,,KoqxT 11“ das gleiche Verhaltnis 
vor wie zwischen Bilirubin und Mesobilirubin. Aus diesem Grund wird 
fiir den ,,Korper 11 “ nunmehr folgerichtig die Bezeichnung Mesohili- 
fuscin gcbraueht. 

In diesem zweikernigen Mesobilifuscin liegt also ein Abbauprodukt 
vor, welches bis jetzt im physiologischen Geschehen noch nicht beobachtet 
worden war. Dementsprechend ist nun die Annahme berechtigt, dab im 
Organismus neben der Aufspaltung des Porphyringerlistes zu den vier- 
kernigen Bilirubinoiden noch ein zweiter Mechanismus einer weiter- 
gehenden Spaltung existiert. 

Da das Bilifuscin entweder direkt oder iiber das Bilirubin aus dem un- 
symmetrisch gebauten Hamatin entsteht, sind dann aucli die beiden in den 
Formeln (XI-VI) und (XLVIa) fur Mesobilifuscin angegebenen Isomeren 
zu erwartcn. Vorlaufig wird das Gemisch der beiden Isomeren ,,Mesobili¬ 
fuscin" genannt. Werden die Isomeren gesondert betrachtet, dann werden 
die Bezeichnungen Mesobilifuscin-I und Mesobilifuscin-II gebraucht. 

Wie schon betont, konnte das Mesobilifuscin bis jetzt noch nicht 
zur Kristallisation gebracht werden. Worauf diese Eigenart und vor 
allem die fiir ein Dipyrromethen auffallige tiefe Braunfarbung beruht, 
ist noch unklar. Ebenso ist bemerkenswert, dab das Mesobilifuscin selbst 
keine Pentdyopcntreaktion mchr gibt, die von H. Fischer und Mit- 
arbeitern als charakteristisch fiir Dioxy-pyrromethene betrachtet wird. 
Da eine Mesobilifuscinlosung dem LAMBERX-BEERschen Gesetz gehorcht, 
also eine Assoziationserscheinung wohl kaum in Frage kommt, bliebe nur 
noch die Annahme einer Lac tim-Lac tarn-Tautomeric, wie sie in den 
Formeln (XLVIII) und (XLVIIIa) S. 127 aufgezeigt ist. Das Lactam der 
Konstitution (XLVIIIa) diirfte in seinen Eigenschaften betrachtlich 
von dem Dioxy-pyrromethen abweichen. Schlieblich ware auch die 
Moglichkeit einer Scherenbindung (Chelation) zwischen den einsame 
Elektroneni)aare besitzenden Hydroxyl- und Iminogruppen bzw. tertiaren 
N-Atomen mehrerer Molekiile gegeben [vgl. B. Eistert {40) sowie 
K. Kunz (i^7)J. Damit ware vielleicht auch die tiefe Farbung und das 
Beharren des Mesobilifuscins im amorphen Zustand zu erkl^ren. 
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Myobilin. 

Auf der Suche narli A!>f>auprcMhikt<‘n dcs Myoglobins bri Miiskcl- 
dystrophie ist es (i. Mkldolksi ausdcii l-ai cu s von Myof)atikem 

einen braunen f^'arbstoff zu isolicTvn, dessrn M(*n{^(‘ in einern direkten 
Verhiiltnis ziir Propfnssivitat dos b'alles st(‘ht. Diese s Pnxiukt zeigt in 
Ldsiing einc Sponlanfluon'szenz znm UnteTsrbied von Urobilin und 
Stercobilin, die beide nur als ZinkkoinplexsaI'Z(‘ fliioresziiTen. In ein- 
gehend(T Untersuchung konntc^n (i. Mkldolksi, W. Sikdkl und 
H. Mollkr (796) zeigen, daI 3 diese* Verbindung, die als Myobilin iHjzcichnet 
wird, ein Chromoproteid ist, Dunh Behandlung init ChlorwasseTstoff- 
saure-Me^thanol konnte die prosthetise.he Grup|x; abgetrennt werden. 
Mittcls der ehroniatographisrhen Ad-sc>rptionsanalyse konnte hicrauf der 
Mcthylester rein gewonnen werden. Diese Substanz erwies sich nun in 
alien Eigenschaften identisch mit dem Mesobilifusein, dessen Unter¬ 
suchung sie angeregt hatte. El>cnso wie bei diesem, konnte durch oxyda- 
tiven Abbau Methyl-athyl-maleinimid und Hamatinsaurc crhalten werden. 
Mit Natriumamalgam wurde Hydricrung nieht crzielt. Ebenso zeigt das 
neue Pigment keine der bekaunten Gallonfarbstoffreaktionen. Es besitzt 
den gleichen Schmelzpunkt wie das Mesobilifusein und gleicht diesem 
auch in der Lichtabsorption im Ultraviolett. Obwohl in den Analysen- 
ergebnissen noch gewissc' Abweichungen vorlicgen, darf die Farbkompo- 
nentc des Myobilins mit groBter Wahrscheinlichkeit als identisch mit dem 
Mesobilifusein angesehen werden. Unter dem Ausdnick Myobilin ist 
dann die spontan fluoreszierendc EiweiBverbindung des Mesobilifuscins 
zu verstehen. 

DaB dieses Pigment wirklich mit dem Abbau des Muskelfarbstoffs, 
dessen prosthetische Gruppe ja mit der des Blutfarbstoffs identisch ist, 
zusammenh^ngt, wird dadurch sehr wahrscheinlich, daB auch bei Wochne- 
rinnen in den ersten Tagen nach der Geburt infolge der Kiickbildung des 
myoglobinreichen Uterus eine groBe Menge spontan-fluoreszierenden Myo¬ 
bilins im Stuhl vorkommt. 

SchlieBlich liegen Befunde dafiir vor (196), daB das Bilifuscin bzw. 
Mesobilifusein oder das Myobilin bei Myopathikem auch im Blutserum 
vorkommt. Neueste Untersuchungen bei Wdehnerinnen ergdben ebenfalls 
eine starke Vermehrung des gelben Serumfarbstoffs. W. Siedel und 
H. MdLLER (2J7) werfen endlich nodi die Frage auf, ob das Bilifuscin 
nicht auch mit dem Farbstoff identisch sein konnte, der bei der pemi- 
ziosen An£Lmie h^ufig neben dem Bilirubin auftritt und auf die bekannten 
Gallenfarbstoffreaktionen nicht anspricht. Dieser gelbe Farbstoff ist 
auch von E. Enderlen, S. J. Thannhauser und M. Jenke (vgl. S. 83. 
133) im Blut leberloser Hunde beobachtet und „Xanthorubin“ genannt 
WOTden. 

Vortsehrftte d. Chem. org. Natunt. 111. 
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2. Pcntdyopent. 

In den Juhren 1870 -1872 Ix'obachtete H. J. Stokvis {246), daU Ixn 
der Rcduktion bestimmter patliologischer Harne mit Srhwefelammonium, 
Zinn Oder Zucker in alkalischem Medium eine Rotfiirbung mit charak- 
teristischer Absorptionsbande auftritt. Er nannte die ziigrunde liegcnde 
Substanz ,,reduzierbares Nebenprodukt". 

Unabhiingig hiervon wurde die Reaktkm (>o Jahre sj)ater von K. Bin- 
gold (J5 , f6, vgl. auch ly — 21 ) neu aufgefunden. Er fand, dab bei 
Reduktion bilirubinreielier Harne mit Natriumhydrosulfit in Kalilauge 
cine Rotfarbung des Reaktionsgemisches cintritt. Da die rote Ixisung cine 
charakteristische Absorption mit dem Maximum l)ei 525 mfi besitzt, 
wurde der Vorgang als ,J^entdyopent-reaktion'' bczeichnet. K. BinCiOLD 
(r<^) beobachtete schlielilich die Reaktion auch bei katalasefreien, mit 
Hydroperoxyd behandeltcn Blutldsungen. Er schloB daraus, daB das 
Pcntdyopent ein Abbauprodukt des Blutfarbstoffs sein muBtc. Beweisen 
konnte er dies durch Oxydation von Hiimin selbst in ammoniakalischer 
Losung mit Wasserstoffperoxyd. Auch dieses Umsetzungsprodukt zeigte 
die charakteristische Reaktion. 

SchlieBlich konnte Bingold nachweisen, daB der Farbstoff im bio- 
logischen OxydationsprozeB (z. B. durch Einwirkung von Pneumo- 
kokken auf Taul)enblut-agar) aus Hamoglobin entstehen kann. Weitere 
Untersuchungen zeigten, daB das Pcntdyopent ein im Organismus vor- 
kommendes, natiirliches Substrat ist, das in auBergewdhnlich groBen 
Mengen im Ham von Ikterischen ausgeschieden wird, das aber auch 
regelmaBig im Blut, genauer in den Erythrocyten, in geringen Mengen 
vorhanden ist. Die Befunde wurden von L. A. Hulst und W. Grotepass 
(IJ5) bestatigt und nach der medizinischen Seite hin diskutiert. 

Somit muBte das Pcntdyopent als ein selbstandiges, neuartiges Abbau¬ 
produkt des Blutfarbstoffs aufgefaBt werden. Damit wurde die Frage 
nach seiner Konstitution aufgeworfen. Wahrend schon K. Bingold 
zeigen konnte, daB auch bilirubinhaltiger Ham sowie Bilirubin und Uro¬ 
bilin mit Wasserstoffperoxyd zu Pentdyop>ent abgebaut werden konnen, 
erkannten H. Fischer, H. W. Haberland und A. Muller (gS) die 
Pentdyopentreaktion als eine Gruppenreaktion. Sie fanden sie positiv 
bei verschiedensten H^minen, bei Bilirubin, Mesobilirubin, Glaukobilin, 
Biliverdin und zahlreichen Pyrromethenen und Oxypyrromethenen 
nach Oxydation mit Hydroperoxyd. Auch Amino-oxy- und Diamino- 
P5nrrome^ene gaben nach Behandlung mit salpetriger Saure die Reak¬ 
tion (102). Nut das Stercobilin verhielt sich negativ. 

Ist schon aus diesen Untersuchungen hervorgegangen, daB dem 
Pcntdyopent die Konstitution eines Dioxy-pyrromethens zugrunde liegen 
diirfte, etwa entstanden durch eine zweifache Spaltung des Hamins^ 
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SO haben die Befunde von H. Fischer und H. v. Dobeneck (/07) einer- 
seits und von G. Meldolesi, W. Siedel und H. Moller wie W. Siedel 
und H. M 5 ller (ig6, 237) anderseits weitere Aufschliisse erbracht. Wie 
auf S. 127 beschrieben, wurde bei der synthetischen Darstellung des 
Mesobilifuscins als farblose Zwischenstufe ein Oxoprodukt (XLV) er- 
halten, das die Pentdyopent-reaktion gibt. Das Endprodukt der Um- 
wandlung jedoch, das braune Mesobilifuscin, verhalt sich negativ. 

Von H. Fischer und H. v. Dobeneck sind aus Atiohamin und Pyiro- 
methanen durch Oxydation mit Perhydrol ebenfalls farblose zweikemige 
Korper mit 3 Sauerstoffatomen in den (X-Stellungen bzw. an der Briicken- 
bindung erhalten worden, die als Propentdyopent bezeichnet werden 
imd die mit Natriumhydrosulfit intensive Rotfarbung geben. Aus mensch- 
lichen Gallensteinen konnte das Propen tdyopent schlieBlich sogar kristalli- 
siert erhalten werden. Durch Reduktion des Propentdyopents mit 
Natriumamalgam wurde endlich das der Rotstufe zugrunde liegende 
Produkt kristallisiert gefaBt. Es erwies sich als ein Natriumsalz, das 
gegen Sauren sehr empfindlich ist. 

Die Propentdyopent-verbindungen stimmen in ihren Eigenschaften 
mit dem Oxo-mesobilifuscin iiberein. 

Trotz dieser Einblicke, die bereits in den Mechanismus der Pent- 
dyopentreaktion gewonnen worden sind, sind die Verhaltnisse noch nicht 
vollig gekiart, zumal auf der einen Seite ein Dioxy-pyrromethen noch 
niemals kristallisiert erhalten werden konnte und auf der anderen Seite 
gerade das Mesobilifuscin, das ein Dioxypyrromethen ist oder ihm zu- 
mindest nahesteht, die Pentdyopentreaktion nicht gibt. DaB jedoch 
beim Mesobilifuscin besondere Verhaltnisse vorliegen, ist schon dort 
beschrieben worden. 


V. Gallenfarbstoffe unbekannter Konstitution. 

I. Porphobilinogen = Chromogen. Mit diesem Namen wird eine 
farblose Verbindung bezeichnet, die mit Ehrlichs Reagens eine Rot- 
farbimg gibt, wie Urobilinogen, jedoch in Gegensatz zu diesem mit einem 
zweibandigen Spektrum. Sie kommt konstant bei Porph5rrie vor und ist 
vonP. Sachs {224), J. Waldenstrom (255), H. KAMMERERundW. K. Meyer 
(144), B. Vahlquist (252) untersucht worden. Von letzterem ist eine 
Methode der quantitativen Bestimmung ausgearbeitet worden. In neueren 
Untersuchungen zeigen J. Waldenstr()m und B. Vahlquist (255a), 
daB sich das Porphobilinogen beim Stehen, schneller beim Kochen in 
saurer Ldsung in ein Gemisch von Uroporphyrin I und III verwandelt. 
Da das Mol.*Gew. des Porphobilinogens etwa 350 betriSigt, scheint es 
sich um ein Gemisch zweier isomerer Dip5nTyl-tetracarbonsauren bzw, 
P3nrromethan-tetracarbonsauren zu handeln. 
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2. Rubrobilin. Das Rubrobilin ist ein Oxydationsprodukt des Uro¬ 
bilins und erstmals von L. Heilmeyer und P. Beickert {i2j} beob- 
achtet worden. Der Farbstoff, der in salzsaurer Losung violettrot ist 
und ein zweibandiges Spektrum besitzt, entsteht, durch Oxydation von 
Urobilin mit 0,3—3,oproz. HgOg in i2,5proz. Salzsaure. Er ist nicht 
liehtbestiindig und wird im Gegensatz zum Pentdyopent schon von 
Spuren von Alkali zerstort. 

3. Biliprasin. Es ist cin griiner, von G. Stadeler ( 243 ) aus 
Gallensteinen dargestellter Farbstoff. Nach Dastre und Floresco (31) 
soil er noch eine Zwischenstufe l^ei der Oxydation des Bilirubins zum 
Biliverdin darstellen und ist von ihnen in der Galle mehrerer Tiere 
gefunden worden. 

4« Bilihumin* So nannte G. Stadeler (243) den braunen, amorphen 
Riickstand, der nach dem Ausziehen der Gallensteine mit Chloro¬ 
form, Alkohol und Ather zuriickbleibt [vgl. W. Kuster (153)]. 

5 . Cholepraain. Es ist ein von W. Kuster (132) aus Gallen¬ 
steinen isolierter griiner Farbstoff, welcher in Eisessig loshch, aber in 
Alkali unldslich ist. Er enthalt auch Schwefel und gibt bei der Hydro¬ 
lyse mit Salzsaure Histidin und andere Bausteine des Globins. 

6. Bilinigrin, Dchydroxy-biUrubin. Diese sind von W. Kuster (134) 
bei der Einwirkung von Ferrichlorid auf eine Suspension von Bilirubin 
in Eisessig erhalten worden. Es scheint Sauers toff ins Molekiil auf- 
genommen worden zu sein. 

7. itopronigrin. Diese Substanz ist von C. J. Watson (256, 257) 
regelm^Big in menschlichen Fazes in relativ groBen Mengen gefunden 
worden. Sie ist amorph, failt in Form ihres Zinkkomplexsalzes quanti- 
tativ aus und ist mit Zink-Eisessig wie mit Natriumamalgam zu einer 
Leukoverbindung zu reduzieren, die allerdings keine EHRLiCHsche Reak- 
tion gibt. Die Analyse spricht fiir das Vorliegen einer Verbindung eines 
Gallenfarbstoffs mit einer stickstoff-freien Substanz. Nach neueren Unter- 
suchungen nimmt Watson an, daB das Kopronigrin ein Oxydations¬ 
produkt des Urobilinogens bzw. Urobilins ist. 

8. Urochrom B. Nach A. Gitter und L. Heilmeyer (hi) stammt 
der mit Ammoniumsulfat f^lbare Bestandteil der Hamfarbstoffe, das 
Urochrom B, vom Hemoglobin ab. Injektion von Hemoglobinldsungen 
hat eine Vermehrung von Urochrom B zur Folge [vgl. auch R. Noth- 
HAAS und F. Widenbauer (207,20^)], ebenso durch Phenylhydrazin 
bewirkte Hamoglobin-ausschwemmung {210). Nach L. Heilmeyer (/17) 
enthelt das Urochrom B eine geringe Menge Uroerythrin [vgl. M. Weiss 
(267, 26S)]. Aber auch diese Substanz ist so wenig wie Urochrom chemisch 
exakt definiert. Sie ist instabil am Licbt und findet sich nicht in den 
Fezes. In Fallen von hamolytischem Ikterus ist sie vermehrt gefunden 
worden. 
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9. Xanthorubin. E. Enderlen, S. J. Thannhauser and M. Jenke 
(42) fanden (vgl. S. 83, 129), dafi das‘Serum der Hunde, denen nach 
F. C. Mann und T. B. Magath (i8y) die Leber exstirpiert war, auffallend 
gelbrot gefarbt war, jedoch den vermuteten hohen Gehalt an Bilirubin 
nicht aufwies. Gleichzeitig beobachteten E. Melchior, F. Rosenthal 
und H, Light (795, 2/9), daB dieser Farbstoff die Diazoreaktion nicht 
gibt. Einen ahnlichen Farbstoff beschreiben auch Z. Ernst und E. Hal- 
lay (4^) bei ihren Untersuchungen iiber die fermentative Gallenfarbstoff- 
bildung, und zwar bei Einwirkung von Milzextrakt auf Blut bei 37®. Ein 
klinischer Hinweis auf das Xanthorubin ist von A. Schally (228) gegeben 
worden. Hier hergehciren auch die Versuche von A. Held (128) iiber die 
experimentelle Beeinflussung des Bilirubinstoffwechsels des Hundes. 
Aus diesen Experimcnten geht hervor, daB auch das reticulo-endotheliale 
System diesen Farbstoff bilden kann. 
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The Chemistry of the Lipoids of the Tubercle 
Bacillus and certain other Microorganisms. 

By R. J. ANDBRSON, New Haven (Conn.). 

Introduction. 

The lipoids of the tubercle bacillus and of other acid>fast bacilli 
represent very important fractions ranging from about 20% to 40% 
of the dry bacteria. The large percentage of lipoids early attracted the 
attention of chemists and of biologists after it was discovered that the 
bacterial lipoids possessed important cell stimulating properties. The 
discovery of the tubercle bacillus was reported by Koch (x) in 1882 and 
the first chemical investigation of the organism was reported by Hammer- 
SCHLAG (2) in 1888 who found that some 28% of the dry bacilli were 
soluble in alcohol and ether. These early observations were followed by 
numerous investigations in which various strains of bacilli and sometimes 
mixtures of human and bovine types of bacilli grown on different media 
were used (j). Lack of uniformity of materials and methods naturally led to 
differences in results and it was difficult to evaluate or compare the work 
from different laboratories. The introduction of synthetic media, such 
as those of Sauton {4) and Long {5), however, made it possible to culti¬ 
vate the bacilli under uniform and standard conditions. 

In view of the importance of securing fundamental knowledge con¬ 
cerning the chemical constituents of the tubercle bacillus and their 
biological reactions a comprehensive cooperative investigation dealing 
with the subject was initiated several years ago by the Medical Research 
Committee of The National Tuberculosis Association. Dr. William 
Charles White has been the chairman of this committee and it is due 
to his leadership that notable and successful results have been obtained. 
Standard strains of bacilli were selected and cultivated under identical 
conditions on the Long synthetic medium (5). Thanks to the collaboration 
of commercial biological laboratories it was possible to obtain bacteria 
in sufficiently large amoimts to serve for both chemical and biological 
investigations. The human, avian, bovine, and leprosy bacilli were supplied 
by H, K, MtUford and Company, and Sharp and Dohme, Glenoldcn, 

FurtschriUe d. Cbnn. urg. N«ttir»t. 111. 
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Ponnsylvaniil. Tlu* timothy grass l>a(‘illiis was sn|)j)li(‘cl by Parke, Davis 
and ('(m/xnty, IX'troit, Michigan. 

The chemical work on the lipoid fractions has l)t‘(‘n (arried out at 
Yal(' rniv<‘rsity whih* the' l)i(»logical reactions of the' various frac tions 
and their cU'avage produc ts liavc* bec'ii studied by Dr. S.viUN and colla¬ 
borators at Thc‘ Koc'kefellcT Institute for Mc'dic al KcM arch. Thc‘ protein 
frac lions i.solated from the medium and from the bacillus have* beeji studic'd 
by Doctors Lonc; and Skibkkt at the University of Chic ago, and at The 
Henry Phipps Institute, Philadc‘lj)hia. OthcT studies on the* bacillary ])oly- 
sac'ciiarides and proteins have been conducted by Dr. IlKiJ>i i,ni:Kc;i:i< at 
Columbia University, New ^’ork. 

The chcanical and biologic*al investigations conclucted under this 
c()o{HTative j)lan, as indicated above, have becai centenxl around the 
three cdiief constituents of thc^ bacillus, namely, the lipoids, proteins, 
and crarbohvdrates. The work of Skibkkt (6) on the isolation and purifica¬ 
tion of the protein frac tions resulted in the developmcait of a purified 
protein derivative, the PPI), which is now finding extensive use in skin 
testing in place' of the old OT tuberculin. The watc?r soluble carbohydrates 
which can be extracted from partly defatted bacilli have been studied 
by Heidelbkrc'.er and collaborators {7) and .se])arated into specific 
and non-sj)ecific fractions. 

The investigation of the lipoids which have been conducted in this 
Laboratory have revealed many new and previously unknown comj)ounds. 
A scries of new fatty acids has been discovered, also a number of higher 
alcohols, optically active hydroxy acids of high molecular weight and 
pigments. It has been found that the acid-fast bacteria elaborate their 
lipoids on an entirely different pattern from analogous compounds of 
plant or animal origin. The neutral fats are not glycerides but esters of 
fatty acids with the disaccharide trehalo.se. The phosphatides contain 
fatty acids combined with complex organic phosphoric acids and phos¬ 
phorus containing glycosides which yield mannose and inosite on hydro¬ 
lysis, but the nitrogen bases, choline and aminoethyl alcohol contained 
in ordinary lecithin and cephalin are absent. The so-called waxes are 
complex mixtures. The composition varies greatly and depends upon the 
type of bacillus. Certain of the waxes are compounds of phosphorus- 
containing polysaccharides with hydroxy acids of very high molecular 
weight. Other waxes are complex glycerides while others contain the 
disaccharide trehalose combined with hydroxy acids. Apparently each t5^e 
of bacillus produces a wax peculiar to itself. However, certain similarities 
have been found to exist between the waxes of the avian and timothy 
bacillus, and between the bovine and human bacillus. The peculiar and 
characteristic fatty acids elaborated by the acid-fast bacteria have unusual 
chemical constitutions and they possess important biological properties. 
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The literature dealing with the chemistry of the tubercle bacillus is 
very extensive and several excellent reviews have been published. The 
older literature is mentioned in the book by Calmette (8) and the same 
subject has been reviewed by Long (9), which includes results up to 1932. 
The paper by Goris (jo) gives a full bibliography of the earlier chemical 
investigations. The work done in this Laboratory up to 1932 was summa¬ 
rized by Anderson (jj) and the same subject has been reviewed by 
Long (J2), Hecht (jj), and by Tyabji (j^). An excellent chapter by 
Chargaff (jj) appeared in Abderhalden's Handbuch der biologischen 
Arbeitsmethoden in which the newer methods applied in the study of 
bacterial chemistry are presented. The comprehensive monograph by 
Albert Weil (j6 ) contains an exhaustive study of the literature on the 
tubercle bacillus up to 1931. The seralogical reactions induced by the 
tubercle bacillus have been reviewed in the monograph by Pinner ( ly ). 

The biological and cellular reactions of the various lipoid fractions and 
their cleavage products which have been isolated in this Laboratory have 
been studied by Sabin and collaborators {j<^). The results of these exten¬ 
sive investigations have shown that all the lipoid fractions stimulate the 
formation of monocytes, epithelioid cells and giant cells resulting in 
typical tubercular tissue. The biological reactions of the lipoids are 
apparently due to the presence of phthioic acid which occurs in all of 
the lipoid fractions of the human tubercle bacillus. 

Specific antigenic properties of certain lipoid constituents were re¬ 
ported by Meyer {ig), by Mgre and Boquet (20), and by Dienes and 
SCHOENHEIT (2j). It was shown by Pinner (22) that the purified phospha¬ 
tide which we prepared possesses antigenic properties and this observation 
was confirmed and extended by the experiments of Doan (2j) and Doan 
and Moore {24). More recently Macheboeuf and collaborators (25) have 
reported extensive studies on the preparation and purification of antigenic 
substances from the tubercle bacillus. 

Methods. 

One of the chief objects of the cooperative investigation on the acid- 
fast bacteria was to secure compounds for biological studies. It was there¬ 
fore necessary to use the mildest methods in the isolation and purification 
of the various fractions in the expectation that they would be as similar 
as possible to the condition in which they existed in the living cells. With 
this object in view only purified neutral solvents such as alcohol, ether, 
chloroform, acetone, etc., were used and the lipoids were extracted at 
room temperature. In order to prevent changes due to oxidation, air was 
displaced from all solvents and cemtainers with carbon dioxide or nitxxigen. 
The extracts were concentrated under reduced pressure at a low t 
perature. 
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For the first comparative study five strains of acid-fast bacilli wen* 
selected and cultivated under identical conditions. The following typt^s 
of tubercle bacilli were used, the human strain H-37 (26), the avian 
strain 531(27), the bovine strain i 6()8 the.timothy grass bacillus 
strain 02145 (29), and the leprosy bacillus strain 370 (jo). The human and 
leprosy bacilli were grown for a ix'riod of 6 weeks, while the avian and 
timothy bacilli were grown for 4 weeks. The bovine bacillus was grown 
for 8 weeks. The cultures were all grown in i-liter pyrex bottles at a 
temperature of 37,5° on the Long sjmthctic medium (5) and the number 
of cultures varied from 1600 to 3000. 

The ]x>ng medium has the following composition: asparagin 5.0g.. ammonium 
' citrate 5,0 g., monopotassium phosphate 3,0 g., sodium carbonate 3,0 g., sodium 
chloride 2.0 g., magnesium sulfate 1,0 g., iron ammonium citrate 0,05 g., glycerol 
50,0 g., and water 1000,0 cc. 

The use of a synthetic medium of uniform composition and containing 
onlj’ simple organic compounds of known constitution together with 
inorganic salts was regarded as of utmost importance. Only by use of 
such a medium can one be sure that all the complex lipoids, carbohydrates, 
proteins and other substances found in the bacilli have been S5mthesized 
by the living cells from very simple compounds. It is fortunate that the 
acid>fas]t bacteria grow luxuriantly on the Long medium and that it 
is possible to obtain relatively large quantities of pure bacteria in this 
manner. While only small quantities of material are needed for biological 
tests, it must be remembered that much- larger amounts are necessary 
for chemical investigations. In fact, one reason why so many of the older 
investigations of the tubercle bacillus led to inconclusive results was due 
to the very small amounts of bacilli that were available. 

After the cultures had attained maximum growth, the bacterial 
cells were collected on Buchner funnels and washed with water. The. 
cells were immediately exhaustively extracted with a mixture of alcohol 
and ether and this was followed by exhaustive extraction with chloroform. 
After these extractions the cell residues yielded the merest traces of 
lipoids on further extraction with neutral solvents, but, after treatment 
with alcohol and ether containing 1% of hydrochloric acid, from 12 to 19% 
of additional lipoids, the firmly bound lipoids, could be obtained. 

Separation of the alcohol-ether soluble lipoids. The alcohol-ether 
extracts were concentrated under reduced pressure to a small volume, 
after which the lipoids were extracted with ether. The ethereal extract 
was passed through a Chamberland filter under carbon dioxide pressure 
in order to remove bacterial cells. The perfectly clear, filtrate was con¬ 
centrated and mixed with an equal volume of acetone, whereupon the 
I^osphatide mixed with a waxy material separated as a sticky mass on 
the tottom of the flask. The supernatant solution was decant^ and the 
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ether was removed by distillation, after which the solution was cooled 
in cracked ice and the white solid wax-like substance that separated was 
removed by filtration. The filtrate on concentration to dr5mess left a 
residue consisting of the acetone-soluble fat as a soft salve-like mass 
of deep reddish brown color and possessing the peculiar perfUme-like odor 
of the bacterial cultures. 

The crude phosphatide was purified by repeated precipitation from 
ethereal solution with acetone in order to remove the waxy material. 
For the final precipitation the ethereal solution was poured into ice-cold 
acetone, whereupon the phosphatide separated as a compact, nearly white 
granular powder. 

The waxy material was recovered from the mother liquors by removing 
the ether with distillation and cooling the acetone solution in ice water. 
The wax was a nearly white powder which melted at about 50°. 

The alcohol-ether extracts contained therefore mainly three types of 
compounds consisting of phosphatide, a low-melting wax, and the acetone- 
soluble fat. The latter consisted of neutral fat mixed with a large propor¬ 
tion of free fatty acids. It should be mentioned, however, that in addition 
to the lipoids, the alcohol-ether extracts always contained small amounts 
of polysaccharides and other water-soluble compounds. These substances 
were insoluble in both alcohol and ether, but were brought into solution 
by the relatively large amounts of water which adhered to the moist 
bacteria. 


Table i. Fractions obtained from acid-fast bacilli. 



Leprosy #370 
3000 

Grams % 

100,5 2.20 

*89.5 6,47 

444.8 9.98 

834,6 18,70 

3389,8 80,38 

1.488 
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The chloroform extracts were filtered through Chamberland filters 
and concentrated to dryness under reduced pressure. The residue con¬ 
sisting of crude wax was purified as will be mentioned in the section 
dealing with the wax fractions. 

The isolation and purification of the firmly-bound lipoids will be 
described in another section. 

The amount of bacterial products obtained from the five strains 
referred to above is shown in Table i, p. 149. 

The lipoid fractions were further purified and subjected to chemical 
analyses as will be described in subsequent sections. An attempt was 
made to carry out the analyses and the fractionation of the cleavage 
products on a quantitative basis. 

Properties and Composition of Acid-fast Bacterial 
Phosphatides. 

The physical properties of the bacillary phosphatides are very similar. 
When prepared as described in a preceding section the phosphatides are 
obtained as amorphous powders or fine granular particles which, after 
being dried in vacuo, are slightly hygroscopic. The phosphatides are 
easily soluble in ether, chloroform, and benzene, practically insoluble 
in acetone, alcohol or in ethyl acetate. They are readily dispersed in 
water forming colloidal solutions which show an acid reaction to litmus. 
The concentrated aqueous solutions are opalescent but on sufficient 
dilution with water the solutions become perfectly clear. The concentrated 
solutions are coagulated by the addition of acids or salts. The aqueous 
solutions of the phosphatides form very stable emulsions when shaken 
with ether and practically all of the phosphatide remains in the aqueous 
phase. Even after the solutions have been coagulated by the addition 
of salts the phosphatide is only incompletely extracted with ether. The 
phosphatides dissolve easily to clear solutions in a mixture of water, 
alcohol and ether (jj). 

The chemical composition of the bacillary phosphatides differs entirely 
from the composition of the usual plant or animal phosphatides. The 
bacillary phosphatides contain very small amounts of nitrogen but so 
far the nature of the nitrogen has not been determined — although in the 
case of the phosphatide from the human tubercle bacillus, practically 
all of the nitrogen was present as ammonia (32). In* no case could any 
base similar to choline or aminoethyl alcohol be isolated. The bacillary 
phosphatides contain from 33 to 47% of water soluble constituents in¬ 
cluding an organic phosphoric acid, probably glycerophosphoric acid 
and a characteristic phosphorus-containing polysaccharide which on 
add hydrol};ds yields inosite, mannose and some other hexose which 
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gives a typical glucosazone. In sj)itc of the difference in composition the 
name “phosphatide'’ has been retained to designate these com|>ound> 
because of their resemblance to ordinary phosphatides in solubility. 

The ('omposition of several of the bacterial ]>hosphatides (jj) are 
shown in Table 2, together with the amounts of cleavage products ob¬ 
tained on hydrolysis. 


Table 2. Composition ot Bacterial Phosphatides. 


I'ypc of urganisni 

H -^7 

Hutiian 

Bovine 

.■\vian 

Timothy 

I.oprosy 

Phosphorus . 

. .% 

^.30 

1.87 

2,18 

2.80 

C75 



Nitrogen. 

0/ 

• • /() 

<3.3b 

1,00 

0,48 

0,22 

Trace 

Melting point. 


210'* 

208° 

210° 

190'" 

231’ 

Ether soluble. 

• •% 

06-67 

57-58 

55-5<> 

()0 

62,2 

Water soluble. 

• • % 

33-34 

43-44 

46-47 

40 

38.0 


Since all the phosphatides were purified by precipitation from ethereal 
solution by addition of acetone and were obtained as amorphous powders 
it is self-evident that they cannot be considered as chemically pure 
substances. In fact, different preparations of the phosphatide from the 
same strain or from different strains do not show a constant composition. 
For example, five different strains of the human type of the tubercle 
bacillus grown on the Long synthetic medium were extracted and the 
phosphatides were isolated and purified by identical methods The 
results are shown in Table 3, 


Table 3, Composition of the Phosphatides from 
five different strains of human tubercle bacilli. 


Strain of organism 

H -37 

A-10 

!-i 

A-Z 2 * 

A-I3 

A-I4 

Phosphorus ....% 

2.95 

3.44 

3.30 

3.76 

3.33 

Nitrogen.% 

0.44 

0.33 

0,21 

0,56 

0.53 


The composition of the phosphatides from other acid-fast bacteria 
have been reported by Chargaff (j 5 ), who analyzed phosphatides pre¬ 
pared from the “BCG”, the turtle 


Table4.Composition of “BCG*', turtle 
and Smegmabacilliphosphatides. 


bacillus and the Smegma bacillus (5). 

The results are given in Table 4, 

It is evident from the data given 
in the Tables 2—4 that the phos¬ 
phatides derived from tubercle bacilli 
and other acid-fast bacilli contain 
much less nitrogen than ordinary phosphatides and that the phosphorus 
content is also less. 


Strain of organism 

BCG 

Turtle 

Smegma 

Phosphorus ..% 

1.58 

3.16 

2,36 

Nitrogen ....% 

0,40 

0.39 

0.39 
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Cleavage Products of the Phosphatides on Acid hydrolysis. 

When the phosphatides are hydrolyzed by refluxing with 5% sulfuric 
acid, the cleavage products which are formed consist of a mixture of fatty 
acids and water soluble compounds as shown in Table 2. The fatty acids 
consist of solid saturated acids mainly palmitic acid, liquid unsaturated acid, 
mainly oleic acid, and liquid saturated acids of high molecular weight. 
The mixture of fatty acids were first separated into solid and liquid 
acids by means of the well known lead salt-ether procedure. The liquid 
acids^thus obtained from the ether soluble lead salts had very low iodine 
numl^rs, indicating the presence of a large proportion of liquid saturated 
acids. The separation of such a mixture of unsaturated and saturated 
liquid acids presented certain difficulties at first but was finally accom¬ 
plished by reducing the unsaturated acid with hydrogen and platinum 
oxide (j6). On repeating the lead soap-ether separation the reduced 
solid acid could be removed because its lead salt was insoluble in 
ether. The free acid was isolated by decomposing the lead salt in 
ethereal suspension with dilute hydrochloric acid. After purification 
by crystallization the top fractions of the reduced acids were identified 
as stearic acid in every case but the presence of some lower acid 
such as palmitic acid in the mother liquors was indicated in some 
cases.* The reduced acids obtained from leprosy bacillus phospha¬ 
tide (J7) were actually separated into stearic and palmitic acids. The 
principal unsaturated acid was undoubtedly oleic acid but palmitoleic 
was also present. 

The liquid saturated fatty acid was obtained from the ethereal solution 
of the ether-soluble lead salts after removing the lead with dilute hydro¬ 
chloric acid. The acid was an oily liquid at room temperature which soli¬ 
dified on cooling in ice water. The acid obtained from the phosphatide 
isolated from the human tubercle bacillus was optically active [«]d = 
= -f- 1,66'' and the molecular weight determined by titration ranged 
frcxn 309 to 313. This acid received the name pkthioic acid {38), The 
acids obtained from the other acid-fast bacterial phosphatides were all 
optically inactive. 

The water-soluble constituents resulting from the hydrolysis with 
dilute sulfuric acid consisted of a small amount of inorganic phosf^oric 
add, an oiganic phosphoric add which we call glycerophosphoric add and 
a mixture of carbohydrates. Mannose and inosite could be isolated in 
every case and in addition a hexose sugar was present which gave 
a typical glucosazone. However,, no glucosazone could be isolated 
fn>m the hydrol3rsis products of the bovine tuberde bacillus phos¬ 
phatide (J9). 

The deavage {uoducts isolated after hydrd3^s of the (Aosphatides 
are summarized in Table 5. 
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Table 5. Cleavage products of the f*hosphatidcs. 



Hutiian 

Avian 

Bovine 

Timothy 

Leprnay 

Total ether solutil$.% 

66,6 

60.0 

58,0 

60,0 

66,0 

Solid saturated acids .% 

30.5 

16,7 

26,7 

20,0 

24.H 

Liquid acids...% 

3 h,i 

34.4 

25.7 

23.6 

29,2 

Iodine No. of liquid acids.. 

31.0 

36,8 

I 2 .I 

26,2 

55.0 

Solid reduced acids.% 

12.8 

17.7 

6,6 

5.6 

17,6 

Liquid saturated acids..% 

20,9 

16,7 

15.5 

18,0 

10,8 

Mol. weight of liquid saturated acids 

313 

303 

306 

380 

295 

Higher wax-like acids.% 

None 

8.3 

6.5 

6,0 

11.2 

Water-soluble constituents.% 

34.0 

43.0 

44.0 

40,0 

39,2 

Organic phosphoric acid.% 

5.4 

6,1 

9.9 

10,0 

6,0 

Mannose.% 

9.2 

13.3 

6.7 

9.0 

10,8 

Inosite .% 

8.9 

3.0 

3.5 

2,0 

4.7 

Other sugars.1 

present 

present 

none 

present 

present 


The phosphatides from the human, avian, and timothy bacilli were 
hydrolyzed completely on refluxing with aqueou3 5% sulfuric acid but 
the phosphatides from the bovine and leprosy bacilli were too stable 
to be hydrolyzed in this manner. The phosphatide from the bovine 
tubercle bacillus was hydrolyzed by refluxing with alcohol containing 
2% of hydrochloric acid. This phosphatide contained some gum-like or 
mucilaginous material which interfered with the separation of the water- 
soluble constituents. The leprosy bacillus phosphatide could not be 
hydrolyzed with dilute aqueous sulfuric add, hence this preparation 
was saponified with alcoholic potassium hydroxide which liberated the 
fatty acids but left the polysaccharide component as an insoluble mass 
in the alcoholic solution. Tlie^ polysaccharide in this case was isolated 
directly and purified by treatment with lead acetate, after which it was 
hydrolyzed by refluxing with dilute sulfuric acid. 

The organic phosphoric acids obtained in the analyses of the phos¬ 
phatides and designated provisionally as *'glycerophosphoric add"’ were 
isolated as the barium salts but it is probable that they were not pure 
barium glycerophos{4iates in every case. The analytical values obtained 
did not agree very dosely with the calculated composition of barium 
glycerophosphate and it is probable that further investigations will show 
that the organic phosphoric adds are in reaUty different from glycero- 
j^osphoric add and may represent a dij^osphoric add ester of a hexose- 
glycerol compound. 

Studies on the alkaline saponificoHon of the phosphatide of the human 
tuberde badllus have revealed some interesting r^ults. Anderson and 
Roberts (40) showed that the phosphatide, when refluxiMl with alcoholic 
potassium hydroxide, was split into fatty acids, an organic phospheme 
add, and a neutral polysaccharide whi^ contained jdlosi^orus. The 
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organic phosphoric acid whic h was isolated as the barium salt was not 
barium glycerophosphate. The relation of carbon, phosphorus and barium 
was approximately as cj: 2 : 2. Tlu‘ free acid gave no reduction with 
Fkhlin(;’s solution until after it had been refluxed for some time with 
dilute acid. The composition of the barium salt corresponded approxima¬ 
tely to the formula CyHi«,()i4pjjHa2. 

The neutral polysacc haride wlien hydrolyzed with dilute sulfuric acid 
gave ]>ho.sphoric acid together with mannose and inosite in the pro¬ 
portion of about 2:1. The polysaccharide which apparentl\' consisted 
only of mannose and inosite* was named manninositosc. 

A more detailed study of the action of dilute alkali on the phosphatide 
was reported by Anderson. Lothrop and Crkic;hton (41), and in this 
case very mild alkali treatment was used. The phosphatide was dissolved 
in benzene and the solution was mixed with an excess of alcoholic potassium 
hydroxide at room temperature. The solution which was j)erfectly clear 
at first gradually turned cloudy and a precipitate separated. The pre¬ 
cipitate which was water-.soluble, consisted of an organic phosphoric acid 
and a phosphorus containing polysaccharide while the potassium salts 
of the fatty acids remained in solution. The hydrolysis, in so far as the 
fatty acids were concerned, was c'omplete becau.se the latter did not 
contain a trace of phosphorus and the poly.saccharide did not contain 
any fatty acids. 

The water-.soluble cleavage products mentioned abewe, consisting of 
the organic phosphoric acid and polysaccharide, could be separated by 
means of lead acetate. The organic pho.sphoric acid gave a water-insoluble 
lead salt while the polysaccharide remained in solution. The lead salt 
of the organic phosphoric acid was decomposed with hydrogen sulfide 
and the free acid was converted into the barium salt. The composition 
of the barium salt corresponded to the formula CQHi^Oi^PjBag. After 
the barium salt had been hydrolyzed with dilute sulfuric acid a reducing 
sugar was liberated and the sugar was identified as mannose. It is pro¬ 
bable therefore that the organic phosphoric acid was a mannose-glycerol 
diphosphoric acid but the complete identification of the acid has not yet 
been accomplished. 

The polysaccharide isolated from the. filtrate after precipitating the 
lead salt of the organic phosphoric acid was found to contain phosphorus. 
It was very soluble in water but insoluble in alcohol and it could not be 
obtained in crystalline form. This substance was designated manninositosc 
phosphoric acid. The phosphorus could be split off by heating the sub¬ 
stance in a sealed tube with 14% ammonium hydroxide to 170® for 
8,5 hours. The crude manninositosc isolated from the reaction mixture 
was free from phosphorus. It was easily soluble in water, insoluble in 
alcohol and it did not crystallize. For purification it was acetyiated in 
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pyridine solution with acetic anhydride. The acetyl derivative was in¬ 
soluble in water but very soluble in organic solvents and it could not be* 
crystallized. The product was obtained as a white amorphous powder 
by precipitating its concentrated alcoholic solution with water. The 
substance melted unsharply at 112°; [ oc]o in methyl alcohol = +48,7^: 
mol. wt. (Rast) 907-983, and on saponification it was found to contain 
67,7% of acetic acid. Following saponification with barium hydroxide 
the free manninositose was isolated as a white amorphous powder which 
had no definite melting point but decomposed with effervescence at 
about 250 [<x]d in HgO — +74,1°; it showed no mutarotation. On 
hydrolysis with 5% sulfuric acid the maximum reduction was attained 
in 2,5 hours and amounted to 63% calculated as glucose. The cleavage 
products isolated after hydrolysis were mannose and inosite in the pro¬ 
portion of 2:1. 

A polysaccharide or glycoside very similar to and probably identical 
with manninositose was isolated from the crude polysaccharide fraction 
obtained from the avian tubercle bacillus by du Mont and Anderson (42). 
This substance gave an acetyl derivative which was very similar in 
properties to manninositose acetate and on hydrolysis manno.se and 
inosite were obtained. It is an interesting fact that the glycoside from 
the avian tubercle bacillus was present in the free state and not combined 
with phosphorus. 

The results of the investigations mentioned above show that the 
phosphatide of the human tubercle bacillus is a very complex compound 
and that it contains in its molecule a new type of glycoside composed of 
mannose and inosite combined with phosphorus. In addition, an organic 
phosphoric acid is present which corresponds to the formula C9H20O14P2. On 
hydrolysis this acid 5delds phosphoric acid, a reducing sugar which has been 
identified as mannose, and probably glycerol or glycerolphosphoric acid. 

The significant fact that manninositose has only been found in the 
phosphatide indicates that it is an integral part of the molecule and not 
an adventitious adsorption complex because the acetone-soluble fat and 
the wax fractions isolated from the same bacillus contain entirely different 
carbohydrates. The phosphatide and the acetone-soluble fat represent 
the chief components that are extracted from the tubercle bacillus by a 
mixture of equal parts of alcohol and ether and these substances are 
separated by means of acetone. The material soluble in cold acetone, 
that is the acetone-soluble fat, contains trehalose as the only carbohydrate. 
On the other hand, the wax fractions contain a polysaccharide which on 
hydrolysis yields a mixture of reducing sugars composed of d-arabinose, 
mannose, and galactose. 

The three principal lipoid fractions of the tubercle bacillus contain, 
therefore, three separate and distinctly different carbohydrates. If the 
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carbohydrates were merely adsorption complexes, one might expect that 
mixtures of all the carbohydrates would be present in various proportions 
in all of the lipoid fractions. However, this is not the case, for every lipoid 
fraction contains a distinct and characteristic carbohydrate. This fact 
would indicate that the bacterial lipoids represent more or less homo¬ 
geneous chemical compounds and that they are esters of fatty acids 
with different carbohydrates. 

It has been suggested by Bloch (43) that the phosphatide is essenti¬ 
ally the magnesium salt of a phosphatidic acid and that the carbohydrate 
is present as an adsorption complex. The results obtained in this labora¬ 
tory are not in agreement with this hypothesis. In fact, we searched in 
vain for phosphatidic acid among the cleavage products after mild 
alkaline sap>onification. 


The acetone-soluble fats of the acid-fast bacteria. 

The alcohol-ether soluble lipoids extracted from the acid-fast bacteria 
by the procedure followed in this laboratory consist of a mixture of 
phosphatide, wax of low melting point, neutral fat, and free fatty acids. 
The phosphatide and wax are removed by treating the ethereal solution 
of the mixed lipoids with acetone. The phosphatides are freed of 
accompanying wax and fat by repeated precipitation from ether 
with acetone at room temperature. The ether contained in the mother 
liquors is removed by distillation and the remaining acetone so¬ 
lution is cooled in ice. The white solid wax-like product which 
separates is removed by filtration and washed with cold acetone. The 
final acetone solution, on concentration to dryness, yields the acetone- 
k>luble fat. 

The fats ik)lated in this manner form partly liquid or salve-like 
masses of deep reddish-brown color and they, possess the peculiar perfume¬ 
like odor which is characteristic of the fresh growing culture of the 
bacilli. The fats are free from sulfur, phosphorus, and nitrogen, thus 
indicating that all the phosphatide has been removed. The acetone- 
soluble fats contain a large proportion of .free fatty acids. 

The substance possessing the perfume-like odor was examined by 
Kasuva {44) who found that the substance was Mol, Aldol was isolated 
from the culture medium as well as from the acetone-soluble fat of the 
human tubercle bacillus. The dimedone condensation product of the 
substance from the tubercle bacillus was identical in melting point and 
in composition with the aldomedone prepared from aldol (43). The same 
author reported that the substance isolated from the tubercle bacillus 
elicited a definite skin test of the tuberculin type in the human skin on 
intradermal injection of 0,001 mg. 
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The results (ibtainecl in this laboratory iu the analyses of the acetone- 
soluble fats are not comparable with results reported by <*arlier 
investigators, because their analyses were made on mixtures contain¬ 
ing varying proportions of phosphatide, fat, and wax. (jOKIs (ro) 
was the first investigator who attempted to separate the mixed lipoids 
into wax, phosphatide, and fat. It is evident, however, that the separation 
of the wax had been incomplete since the acetcme-soluble fat which he 
analyzed contained a large amount of solid iinsaponifiable matter which 
was similar in proj)erties to the so-called mykol. 

The unsaponifiable matters that we have obtained in the analyses of 
the acetone-soluble fat are highly unsaturated thick oils. Only in the 
case of the unsaponifiable matter from the leprosy bacillus was it jx>ssible 
to isolate any solid or crystalline substance, namely a- and p-leprosol. 
The nature and composition of the unsaponifiable matter from the 
acetone-soluble fats is at present unknown. 

The earlier investigators referred to the neutral fat of the tulxircle 
bacillus as glycerides, but glycerol was never isolated and identified. The 
possible presence of glycerol in the fat as indicated by a positive acrolein 
reaction was only reported by Bulloch and Maclkod (46), A(;ulhon 
and Frouin (4^), and by Koganei (48). In the analyses of tlie acetone- 
soluble fats of the human tubercle bacillus by Anderson and Char- 
gaff (^9), of the bovine tubercle bacillus by Burt and Anderson (50), 
and of the timothy grass bacillus by Pangborn, Chargaff, and Ander¬ 
son (5/), no glycerol could be isolated. A water-soluble compound was 
obtained after the fats had been saponified which was different from 
glycerol but it could not be identified, hence these authors expressed the 
opinion that the fats were not glycerides but esters of fatty acids with 
some higher polyhydric alcohol. However, shortly afterwards Anderson 
and Newman (52) succeeded in isolating the water-soluble component 
of the acetone-soluble fat of the human tubercle bacillus and identified 
the substance as the crystalline disaccharide trehalose. The acetone- 
soluble fat of B. leprae, according to Anderson, Reeves, and Crow¬ 
der (5J), contains no glycerol but trehalose was the only water-soluble 
compound that could be found. 

From all present evidence it appears, therefore, that the neutral acetone- 
soluble fats of the acid-fast bacteria are not glycerides hut esters of fatty* 
acids with trehalose. It is rather remarkable that the acid-fast baeferia 
which have been cultivated on a glycerol containing medium synthesize 
a disaccharide vrith which they esterify the fatty acids to form neutral 
fat. This fact is another striking example of the unusual metabolic 
activity of this form of bacteria. 

The nature of even the ordinary common fatty acids occurring in the 
tubercle bacillus had not been accurately determined until the past few years. 
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Hammerschlag (2} regarded the bacillary fat as a mixture of tripalmetin 
and tristearin with little triolein. DeSchweinitz and Dorset {34) believed 
that the fat contained lauric, palmitic and arachidic acids but BaudraM (55) 
refers only to stearic and oleic acids. Bulloch and Macleod {^5) on very 
slim evidence mention lauric, m5a'istic, isocetic, and oleic acids as com¬ 
ponents of the fat but none of these acids was actually identified. Goris (10) 
examined the lipoids extracted from a large amount of mixed human 
and bovine bacilli, residues from the preparation of tuberculin, and made 
a more careful study of the fatty acids. The mixed acids were separated 
by means of the lead salt-ether procedure into solid and liquid acids. 
The solid acids appeared to be a mixture of palmitic, stearic, and arachidic 
acids although not definitely identified. The liquid acids had an iodine 
number of 41, thus indicating the presence of a large proportion of liquid 
saturated acids. After oxidation of the liquid acids with permanganate 
dihydroxy stearic acid, m. p. 134°, was obtained. This fact established the 
presence of oleic acid as one of the components of the liquid acids, and 
at the same time proved for the first time that oleic acid was one of the 
higher acids occurring in the tubercle bacillus fat. The presence of butyric 
and caproic acids was also indicated but there remained a considerable 
proportion of a liquid saturated acid that was not further studied. This 
fraction undoubtedly represented a mixture of the higher liquid saturated 
acids which were later studied in this laboratory and found to consist of 
tuberculostearic acid, phthioic acid and a levorotatory acid. 

It is quite evident from the data published prior to the investigations 
in this laboratory that very little definite information existed concerning 
the fat and component fatty acids elaborated by the tubercle bacillus 
and other acid-fast bacteria. The results of our own investigations are 
sumnlarized briefly below. 

The constants of the acetone-soluble fats of the different types of 
bacteria were determined and are given in Table 6. 


Table 6 . Constants of Acetone-Soluble Fats. 



Human 

H -37 

Bovine 

1 

Avian^ 

Timothy 

Neutral fat 
Leprosy 

Melting point. 

33“ 

cu 

00 

0 

25“ 

liquid 

19-20° 

Iodine no. 

52,6 

48.4 

63.7 

72,3 

47.9 

Acid no. 

60.3 

II7.5 

44.5 

62,7 


Saponification no. 

203,6 

171,2 

180,1 

231,8 


Ester no. 

I 43»3 

53.7 i 

135.6 

169,1 


Reichert-Meisel no. 

3.9 

4 A ! 

10,9 

Trace 

5.2 

Unsaponifiable matter ...% 

10,3 

9.7 

20,1 

22,1 

22,1 


^ Previously unpublished data. 
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Saponification of the fats and separation of the 
cleavage products. 

Tlie fats were sa]»onifir<l willi alcoholir |)(>tassiiim hydroxide and the 
j)rc)durts of sa|)onifi<‘ation wctc S(‘|)ariil(‘<l hy tlu; usual method into 
iinsa|K)nifiable matter, fatty aeids and water-soliiblc' eonstitu(‘nls. The 
nature of the wat(‘r-soluble product has lu'en ref(‘rn‘d to above. Tla* 
unsaponifiable fra< tions wert' thick, dark colored oils having iiigh iodine 
numbers and were very. \inj)romising in apjHaraiue. Kxc*e])t for te sts hvr 
sterols very little work has bec'n don(‘ on th(‘sc frae tions. 

The Fatty Acids. The Solid Saturated Acids. 

Tlie mixed fatty acids obtain(‘d after saponification were separate'd 
into .solid and licpiid acids by iiH'ans of Iht' lead salt-ether proea'diin*. 
The solid acids were (on verted into methyl esters and tht‘ latter wit(‘ 
fractionated under rediu (‘fl j)ressure until appan‘ntl\' j)un‘ tractions w(Te 
obtained as .shown 1)\ melting point ami refrac tive index. The purci 
esters were saponified and the free ac ids were isolated and purified by 
crystallization. The })iuity of the acids was controlled by melting ])oint. 
mixed molting point, molc'e ul.ir weight by titration, and by analysis for 
carbon and hydrogen. 

All e)f the ae cdone -soluble fats e‘ontaine*d ve*r\^ small amounts of steam 
ve)latile ae:ids. These* ae ids hael an e>dor rese-mbling butyric acid but in 
no e ase was a suffie:ie*nt ejuantity obtained to ])e*rmit c)f elefinite identifica¬ 
tion. 

The ]^nncij)al saturated solid acid pre sent in all of the fats was paLmitk 
acid. The fat from the human tubercle* bac illus (.^9) contained in additiem 
to palmitic acid small ame)unts of stearic and hexacosanoic acids while 
the fat from the bf)vine' ])acillus contained palmitic' and hexacosanoic 
acids (50). 

The Liquid Fatty Acids. The lieiuid acids isolated from the ether- 
soluble lead salts had low iodine numbers which indicated the presence 
of liquid saturated fatty acids. Since no ordinary method was available 
for the separation of such mixtures of unsaturated acids and previously 
unknown saturated liquid acids, recourse was made to catalytic hydro¬ 
genation with hydrogen and platinum oxide prepared according to 
VooRHEES and Adams (j6). It was found in nearly every case that the 
crude liquid acids contained some substance which poisoned the catalyst. 
It was generally necessary, therefore, to purify the crude acids by con¬ 
verting them into methyl esters and to distill the esters. This operation 
involved considerable loss of material since a portion of the esters did not 
distill even at a high temperature, but after this process of purification 
the reduction went smoothly to completion. 
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The reduced acids. The mixture of acids obtained after hydrogenation 
was fully saturated as shown by the fact that the iodine number was 
zero. The reduced acids were removed by repeating the lead salt-ether 
procedure. The unsaturated acids were accordingly determined in¬ 
directly as solid reduced acids and the latter consisted almost wholly of 
stearic acid. It is evident from a consideration of the iodine number and 
the 5deld of reduced acid that the unsaturated acids consisted largely 
of linoleic acid with possibly some linolenic acid. 

The liquid saturated fatty acids. 

It has been shown by Anderson and collaborators (ii) that all of 
the acid-fast bacteria which they have examined contain a series of new 
and previously unknown fatty acids. These acids have high molecular 
weights and they give lead salts which are very soluble in ether. The 
free acids are either oily liquids or low melting solids. The lower members 
of this series of acids are optically and biologically inactive while the 
higher members are optically active and possess important biological 
properties. 

The liquid saturated fatty acids are of particular interest and import¬ 
ance because they are specific and characteristic metabolic products of 
the acid-fast bacteria and have not been found in any other living 
organisms. According to the investigations of Sabin and collaborators (i8) 
the optically active phthioic acid is the causative agent of the peculiar 
ceUular reactions of the bacillary lipoids, reactions which are identical 
with those of the living tubercle bacilli. Injection of phthioic acid into 
normal animals stimulates the formation of monocytes, epithelioid 
cells and giant cells resulting in the formation of typical tubercular 
tissue. ' 

The isolation of the liquid saturated fatty acids was made possible 
by the fortunate but accidental selection of the original Gusserow- 
Varrentrapp (56) lead salt-ether method for the separation of the 
solid and liquid acids and for the separation of the reduced acids. Had the 
more convenient Twitchell (57) lead salt method been used, the results 
would have been quite different because the lead salts of the liquid 
saturated acids are nearly insoluble in alcohol and accordingly they would 
have been precipitated along with the lead salts of the solid saturated 
acids. The separation .of such a mixture of liquid and solid saturated 
acids would have been very difficult, if not impossible, except by treating 
the mixed lead salts with ether. 

The first liquid saturated fatty acid was isolated from the mixed 
fatty acids obtained on hydrolyzing the phosphatide of the human 
tubercle, bacillus and since it possessed important biological properties it 
was named phthioic acid (j^). 
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It was shown later by Anderson and Chargaff (5^) that the acetone- 
soluble fat of the human tubercle bacillus contained a large proportion 
of similar acids which could be separated by fractional distillation of 
the methyl esters into two principal fractions that differed by some 50® 
in boiling point. The low boiling fraction was optically and biologically 
inactive and since it appeared to be an isomer of stearic acid it was 
named tuberculostearic acid. The higher boiling fraction was optically 
and biologically active and contained the phthioic acid. The acid melted 
at 28^^, the specific rotation was +7,9'^ and the composition corresponded 
to the formula CgeHggOg. 

Later work by Anderson (59) showed by careful fractionation of the 
methyl ester of phthioic acid that it could be separated into a dextro 
and a levorotatory fraction. The dextrorotatory phthioic acid corresponded 
to the formula first advanced, C2«H5202, but the melting point was 
lower and the rotation was higher, namely Further purification 

of phthioic acid was reported by Spielman and Anderson (60) who 
continued the fractionation of the methyl ester until the constant rotation 
of +12,2° was obtained. The acid obtained on saponification of the 
pure ester melted at 20-21*"; [«]d +12,s'", and it had the composition 
of a saturated hexacosanoic acid, C2«H5202. 

The levorotatory acid melted at 48-50° and the highest rotation ob¬ 
served was - 6,1 °. The molecular weight and composition was in agreement 
with the formula CaoHeoOa- A levorotatory acid was isolated by Wieghard 
and Anderson (61) from a wax fraction of the human tubercle bacillus 
which melted at 37-38°; [<xJd = — 7° to -10°, and the molecular weight 
and composition agreed with the formula The formulae sug¬ 

gested are only tentative since the purification of the levorotatory 
acid is even more difficult than of phthioic acid, hence the actual 
composition and rotation of the acid cannot be regarded as definitely 
established. 

The tuberculostearic acid was regarded at first as an isomer of stearic 
acid and the formula CigHjeOg was assigned to it. Liquid saturated fatty 
acids apparently identical with tuberculostearic acid were isolated from 
the phosphatides of the avian (jj) and bovine tubercle bacilli (jj) and 
from the leprosy bacillus {33). The composition of the acid from the 
leprosy bacillus, however, was in close agreement with the formula 

The tuberculostearic acid obtained from the acetone-soluble fat of 
the human tubercle bacillus was carefully purified and studied by Spiel- 
man {62), Analyses of the acid, a number of derivatives and salts esta¬ 
blished the empirical formula as The purified acid melted at 

lo-ii® and it showed no optical activity. On oxidation with chromic 
acid methyl n-octyl ketone and azelaic acid were obtained in small yield. 

Fortschritte d. Cheiti. org. Naturst. III. il 
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These oxidation proflucts indicated that the constitution of tubcrculostearic 
acid was lo-methyl-stearic acid: 

CH3 • (CH,), • CH • (CH,)g • COOH 

CH3 

The dl-io-methyJ-stearic acid was synthesized and its pro|x?rtics were 
found to be very similar to those of tubcrculostearic acid and it gave a 
lead salt which was easily soluble in ether. However, the two acids were 
not identical. The synthetic acid melted 10” higher but the derivatives 
melted at the same temperature. The difference in melting i>oint of 
the free acids may depend upon the presence of an asymmetric carbon 
atom in tuberculostearic acid. The fact that tulxirculostearic acid shows 
no optical activity is no proof that it is a racemic compound. 

The acetone-soluble fats of the avian, bovine, and timothy bacilli 
all yielded liquid saturated fatty acids but these acids were optically in¬ 
active and have not been studied thoroughly. In the case of the leprosy 
bacillus, the acetone-soluble fat (55) was found to contain several liquid 
saturated fatty acids giving ether-soluble lead salts. These acids were all 
dextrorotatory and belonged apparently to the C^e, C19, and C22 series. 

Further studies of the liquid saturated fatty acid fraction of the 
human tubercle bacillus will undoubtedly lead to the isolation of other 
new acids. In the distillation of the mixed liquid saturated fatty acid 
esters obtained from the acetone-soluble fat, comparatively large amounts, 
nearly one-third, of semi-solid esters remain as a residue which is not 
volatile in a high vacuum at a temperature of about 350°. The nature 
of this material has not been determined but it is evident that it must 
contain acids of very high molecular weight. 

WaYjner-Jauregg (63) examined some liquid saturated fatty obtained 
from the acetone-soluble fat of certain bacterial residues from the pre¬ 
paration of tuberculin. The type of bacilli employed in his work was not 
given but since the liquid saturated acids were optically inactive it 
would seem likely that some strain of bovine rather than human tubercle 
bacilli had been used. From the mixture of acids the above author isolated 
a small amount of a crystalline tribromoanilid, m. p. 66-68°, and which 
corresponded in composition to the formula Cj^HgoNOBrj representing 
an acid of the formula C2gH5902. The acid, designated by the name 
'TuberkelsSLure”, was not isolated in the free state nor were its properties 
determined. 

The acetone-soluble fat of the leprosy bacillus (55) 5delded a more 
complex mixture of fatty acids than any of the other acid-fast bacteria. The 
ordinary saturated acids were represented by caproic, myristic, palmitic, 
stearic, arachidic, hehenic, and tetracosanoic acids, together with several 
new optically active acids of high molecular weight. The unsaturated 
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acids after catalytic reduction were represented by acids of the C14, Ci^, 
^20' ^21» ^22» ^25 SericS, 

The percentage composition of the acetone-soluble fats of the acid>fast 
bacteria after separation of the principal products of saponification, is 
shown in Table 7. 


Table 7. Percentage Composition of the Acetone-Soluble Fats. 



Human 

% 

Avian 

% 

Bovine 

% 

Timothy 

% 

Leproty 

% 

Water-soluble compounds .. 

6.6 

IL 7 

9.3 

4,8 

1 

Total fatty acids. 

83.3 

59.1 

83.9 

74.0 

73.6 

Unsaponifiable matter. 

10.3 

20,1 

13.1 

22,1 

22,0 

Solid fatty acids. 

30.3 

8.6 

32.4 

15.9 

38,0 

Liquid fatty acids. 

50.6 

33.2 

45.0 

44.^ 

35.0 

Iodine no. of liquid acids .. 

53.8 

35.0 

65.6 

65,0 

63,8 

Reduced solid acids. 

12.5 

16,9 

10,6 

12.0 

25.8 

Liquid saturated acids. 

38.0 

7.2 

18,6 

19.2 

7.5 


Acid-fast bacterial waxes. 

The so-called bacterial waxes represent the chief ether-soluble con¬ 
stituents of the bacteria and as may be seen from the data in Table i 
(p. 149) amount to from 5 to 11% of the total bacterial mass. As has 
already been mentioned the waxes were obtained by extraction with 
chloroform of the bacterial residues which remained after exhaustive 
extraction with a mixture of equal parts of alcohol and ether. The chloro¬ 
form extracts on evaporation to chyness gave the crude wax fractions. 
These fractions were purified.by precipitation from ether or chloroform 
solutions with acetone or methyl alcohol until white powders were ob¬ 
tained. 

The properties and cleavage products of the purified wax fractions 
are shown in Table 8. 


Table 8. Properties and Cleavage products of the purified wax 
fractions of acid-fast bacteria. 



Human | 

Avian 

Timothy 

Bovine 

1 Lepnty 

Melting point. 

200-205® 

54-55° 

45° 

47 - 54 ® 

50-51® 

in CHCI4. 

— 

I +38.6® 

+ 15.1° 

+ 15.6® 

+ 4.0® 

Phosphorus.% 

0,41 

Trace 

0.29 

0,30 

None 

Nitrogen.% 

0.77 

None 

0.41 

0,16 

None 

Ether-soluble I Cleavage 1 

70,0 

93.0 

81.0 

85.8 

100.0 

Water-soluble j products J 

40.0 

II.O 

7.6 

10.3 

7.0 


A portion of the water-soluble material was lost but crystalline trehalose was 
isolated from the portion that was saved. 


XX* 
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A closer study of the cleavage products of the waxes which are liber¬ 
ated on saponification has shown that we are not dealing with true waxes 
in the ordinary sense since waxes of plant or animal origin are defined 
as esters of higher fatty acids with higher alcohols. The wax-like fractions 
isolated from acid fast bacteria yield on saponification higher fatty acids, 
mainly optically active hydroxy acids of very high molecular weight, 
certain higher alcohols together with carbohydrates andin some cases glycerol. 
It is evident, therefore, that thehacterialwaxes represent mixtures of glycerides, 
true waxes, and fatty acid esters of carbohydrates. These compounds are so 
similar in solubility that they cannot be separated by the usual methods. 

The wax from the human tubercle bacillus. 

The crude chloroform soluble wax (64) was separated by precipitation 
from ethereal solution with methyl alcohol and from solution in toluene 
with methyl alcohol. The purified wax thus obtained represented about 
78% of the original material and it was a white powder, m. p. 200-205® 
with decomposition. The mother liquors on concentration to dryness left 
a soft yellowish salve-like mass which was designated ”soft wax'’. 

The purified wax on saponification gave about 70% of ether-soluble 
material and 40% of water soluble carbohydrate. The ether-soluble 
components were found to contain only a small amount of fatty acids, 
apparently a mixture of palmitic, stearic and hexacosanoic acids, together 
with oleic acid and a liquid saturated fatty acid whose lead salt was 
soluble in ether. This latter acid had a levorotation of -1,6®, and the 
neutral equivalent was 381. 

The chief ether-soluble constituent was an hydroxy acid of very high 
molecular weight which was designated by the term ''unsaponifiable 
wax*' {6s). This substance amounted to about 56% of the purified wax 
and it possessed very interesting properties. The substance was a snow 
white powder composed of fine globular particles and it melted at 57-58®. 
It was a saturated compound because it did not decolorize bromine in 
chloroform, but on prolonged contact with an excess of bromine a small 
amount of bromine was absorbed, apparently by substitution because 
hydrobromic acid was liberated. That the substance was an acid was 
shown by the fact that it formed salts and it also acted as an alcohol 
because it formed a monoacetyl derivative when acetylated with acetic 
anhydride in p3nidine solution. 

The potassium and silver salts were prepared and analyzed. The 
potassium salt was soluble in ether, chloroform, and benzene, and the 
silver salt dissolved easily in benzene and chloroform, but it was only 
slightly soluble in ether. 

Analytical results of the free acid corresponded to the formula 
The equivalent weight determined by titration, as well as the 
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analyses of the potassium and silver salts also agreed with this formula. 
It was shown that the acid liberated a volatile iodide when heated with 
hydriodic acid according to the Zeisel method. The volatile iodide if 
calculated as isopropyl iodide corresponded to 4% of glycerol and if 
calculated as methyl iodide it was equivalent to 1,34% of methoxyl. 
When the acid was heated under reduced pressure to a temperature of 
250-300° it cracked and a crystalline acid distilled off leaving a non¬ 
volatile nearly colorless imsaturated residue. The acid obtained by distilla¬ 
tion crystallized in thin colorless plates, m. p. 88-89°, mol. wt. 399, and 
was identified as normal hexacosanoic acid C2eH5202 (66). 

The substance called ''vmsaponifiable wax'* is of particular interest 
because it is the only compound which we have isolated from the tubercle 
bacillus that possesses the property of acid-fastness. The property of 
acid-fastness of the acid-fast bacteria has been attributed to the fatty or 
waxy material contained in these organisms. This subject has been reviewed 
by Long (9). Aronson (67), who first called attention to the wax of the 
tubercle bacillus, reported that it was acid-fast. Similar observations 
have been reported by Bulloch and Macleod (46), and Tamura (j) 
found that mykol was acid-fast. The*"unsaponifiable wax” that we have 
described must therefore be identical with the higher alcohols mentioned 
by earlier investigators. 

More recent investigations in this laboratory have shown that the 
”unsaponifiable wax” had not been completely saponified (68), Prolonged 
refluxing of the “unsaponifiable wax” in a mixture of benzene and methyl 
alcoholic potassium hydroxide was continued until no further cleavage 
products could be detected. This treatment resulted in the liberation of 
3,4% of fatty acids and 1,8% of the alcohol phthiocerol. The material 
after this purification resembled the original "unsaponiliable wax” in 
properties but the molecular weight determined by titration was somewhat 
lower. The purified substance was given the name my colic acid (68). 
Mycolic add does not decolorize a chloroform solution of bromine, hence 
it is a saturated compoimd. According to analysis it contains one 
OH group and one OCH3 group. Tlie simplest formula calculated from the 
composition, C 81,76, H 13,34, allowing for one carboxyl, one hydro¬ 
xyl, and one methoxyl is The hydrogen value was slightly 

low for a saturated compound but mycolic acid absorbed neither iodine 
nor bromine. It cannot be determined from the present data whether 
the simplest formula of mycolic acid is Cg9Hi7204 or CggH|7e04. Mycolic 
add melts at 54-56°; [«]d = + 1,8°, and the average molecular weight 
determined by titration of sev6n different preparations was 1284. 

Mycolic add when tested by the Zeisel method gave 1,4% of methoxyl 
and in this case the volatile iodide was identified as methyl iodide. lodomy- 
colic add, which was obtained from the residue after the Zeisel deter- 
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mination, contained varying amounts, from 7,19 to 19.3%. of iodine, 
depending upon the strength of the hydriodic acid and the length of 
time of heating. 

When mycolic acid was heated under reduced pressure to a temperature 
of 280-350® it behaved exactly as did the '‘unsaponifiable wax*' (69) 
under the same condition. A colorless crystalline distillate was obtained 
in a yield of 23,6% which was identified as normal hcxacosanic acid. 

The non-volatile residue was a nearly colorless wax-like mass which 
was unsaturated and it could be separated into several fractions by precipi¬ 
tation from ethereal solution. The various fractions, although differing 
in melting points, had practically the same composition. They showed 
a low levorotation, contained a small percentage of methoxyl and the 
iodine numbers varied from 24 to 28. 

The alcohol phthiocerol having the formula €35117,03 or C33H74O3 which 
is one of the constant cleavage products encountered in the analysis of 
the wax fractions of the human tubercle bacillus will be considered in 
the section dealing with the higher alcohols.. 

The carbohydrate which is obtained on saponification of the purified 
wax (70) is a complex polysaccharide which gives a precipitin reaction 
with immune serum. It contains phosphorus and nitrogen and on hydro¬ 
lysis it )delds reducing sugars. The phosphorus-containing substance is 
an organic phosphoric acid which has not been identified. Among the 
mixture of reducing sugars it was possible to identify d-mannose, d-ara- 
binose, and d-galactose. In addition small amounts of glucosamine hydro- 
chloride and inosite were isolated. 

The occurrence of d-arabinose among the cleavage products of the 
polysa^ccharide is a matter of some interest because d-arabinose is very 
seldom found in nature but it is apparently a large and constant com¬ 
ponent of the polysaccharides of the tubercle bacillus. Heidelberger 
and Menzel (71) isolated d-arabinose from the cleavage products of the 
specific polysaccharide of the tubercle bacillus, and we have encountered 
d-arabinose in the hydrolysis products of several polysaccharides of the 
lipid fractions of the human tubercle bacillus. 

The Timothy bacillus wax. 

The chloroform soluble wax of the timothy grass bacillus was purified 
by repeated precipitation from ethereal solutions with acetone until a 
white amorphous powder was obtained (72). The purified wax was easily 
soluble in ether, chloroform, and benzene, but dmost completely inso¬ 
luble in alcohol or acetone. The substance gave no sterol color reactions. 

The chief constituents obtained on saponification of the wax were 
optically active, imsaturated, hydroxy fatty adds of unknown constitu¬ 
tion and of very high molecular weight. None of the ordinary fatty adds 
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were present. Only one of the higher acids could be obtained in a state 
approaching purity. The composition of this acid, C 78,30, H 12,78, would 
correspond to the formula C7oHi380e. It was apparently a dibasic acid 
and it contained i hydroxyl group but no methoxyl. The acid melted 
at Wd in CHCI3 = + 6,1°, Iodine number 15,2, molecular 

weight by titration 518 and by the Rast method 1000. 

The wax contained 13% of unsaponifiable matter from which two 
new and previously unknown alcohols were isolated, namely, d-eicosanol-2, 
CH3(CH2)„CH0H-CH3, and d-octadecanol-‘2, CH3(CH3)i5CHOHrCH3. 
These alcohols are described in more detail in the section dealing with 
higher alcohols. 

The water-soluble cleavage products of the wax consisted of 3% of 
glycerol, which was identified by means of the crystalline tribenzoyl 
derivative, and 4,6% of a carbohydrate. The carbohydrate was identified 
as the disaccharide trehalose by means of the crystalline octaacetate. 

Judging by the cleavage products obtained the timothy bacillus wax 
is a complex mixture of solid glycerides, esters of fatty acids with trehalose, 
and fatty acid esters of the two higher alcohols. 


The wax from the avian tubercle bacillus. 


The chloroform soluble wax isolated from the avian tubercle bacillus 
by Anderson and Roberts (27) was purified and analyzed by Reeves 
and Anderson (73). The crude wax was a slightly yellowish powder, 


m. p. 53 ~ 54 °i [«]d in CHCI3 = 
== + 25,6®, iodine number 7,8, 
saponification number 77. A 
trace of phosphorus was pre¬ 
sent but nitrogen, sulfur and 
halogen were absent. The sub¬ 
stance was purified by precipi¬ 
tation from solution in ether or 
chloroform by adding 


Table 9. Constants of the avian tubercle 
bacillus wax. 



Purified wax, g . 69,6 62,2 

Melting point. 54~55° 53-55® 

Iodine number. 4,5 8,7 

[(x]d in CHCl, . + 38.6® + 17,7® 


methyl alcohol and was 
thus separated into two 
principal fractions. The 
purified wax fractions 
were obtained as white 
powders andhadthe con¬ 
stants given in Table 9. 


Table 10. Cleavage products of avian tubercle 
bacillus wax. 



Fraction I 

Fraction 11 

Carbohydrate.. .•. 

• ••% 

12,3 

5.6 

Higher hydroxy acids .. 

• ••% 

81,0 

84,8 

Lower fatty acids. 

• ••% 

2.4 

6.8 

Unsaponifiable matter.. 

...% 

9.9 

9.0 


Except for a lower 


optical rotation and a somewhat greater solubility Fraction II was very 


similar to Fraction I. The cleavage products obtained after saponi¬ 
fication of the two products were also similar as shown in Table 10, 
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The lower oj>tk'al rotation obscTved in the case of Fraction II was 
no doubt due to tlie lower |X)rcontage of carboliydrate. 

The only water soluble cleavage product found was the carbohydrate. 
No glycerol could be detected. The carbohydrate was identified as the 
disaccharide trehalose. 

The unsaponifiable matter consisted of the two new alcohols 
first isolated from the timothy bacillus wax, namely d~cicosanoU 2 
and d-octadecanol ’2 of which d-eicosanol-2 was present in the larger 
amount. 

The ether-soluble com|X)nents consisted mainly of higher h\'droxy 
acids. Very small amounts of lower fatty acids were present and no 
ordinary fatty acid could be found. 

The higher hydroxy acids formed |)otassium salts that witc practi¬ 
cally insoluble in alcohol. The potassium salts were easily solute in 
ligroin and it was possible to effect a separation of tlie potassium salts 
into two fractions by extracting the ligroin solution with methyl alcohol. 
A portion of the potassium salt designated h'raction Bi passed into 
the methyl alcohol while the potassium salt which remained in 
the ligroin was designated Fraction Bn. The free acids isolated after 
this separation were found to be distinctly different in comjx)sition 
as shown in Table ii. 


Table ii. Properties of avian wax acids. 


i 

Fraf'.tion Bj 
avian- ^'iiiycolic acid 

Fraction Bjj 
avian-jS-niycolic acid 

Free acid, m. p.•.... 

(K)-7o” 

-f 

C 78,99, H 12,78 
501-520 

^ 38 ^ 74^.1 

54 - 55 ° 

54 - 55 ° 

Br 22,4% 

6.5 

60-01" 

H- 5 * 5 ° 

C 82,40. H 13.49 
1280-1300 

^ 88 *^ 174^3 

48- 57° 

49- 50'" 

Br 22 , 9 % 

* 5 .** 

Md in'CHcC. 

Analysis. 

Mol. weight by titration. 

Approximate formula. 

Acetyl derivative, m. p. 

Methyl ester, m. p. 

Bromo derivative... 

Iodine number. 


The avian wax acids, like all the other wax acids that we have analyzed, 
were non-crystalline. The acids separated froni solution in the form of 
fine colorless granular particles. 

The avian wax acid, Fraction Bn the potassium salt of which remained 
in the ligroin solution on extraction with methyl alcohol resembled the 
mycolic acid ( 6 S) obtained from the human tubercle bacillus, the chief 
difference being that it did not contain any methoxyl group. A character¬ 
istic property of mycolic acid on pyrolysis at 250-300® under reduced 
pressure is that it splits or cracks, 3deldmg normal hexacosanoic acid 
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which distills off and a non-volatilc unsat lira ted residue. It app<*ared 
of interest, therefore, to subject the avian wa.\ acid t<) jnTolysis under 
the same conditions (7./). 

When the avian acid h'raction Bn was heated in a distilling flask 
under reduced pressure to 250-300'’ a crystalline acid distilled off in a 
yield of about 21% and a non-volatile unsaturated neutral residue re¬ 
mained in the fla.sk. In this ca.s(?, however, th(‘ volatile acid was not 
hexacosanoic acid but it was found to be n-tctracosanoic acid C24H4g()2. 
The avian wa.x acid by reason of its similarity to mycolic acid has fx'en 
named avian fi-mycolic acid. 

Avian wax acid, Fraction Bi which has betm named avian m-mycolic 
acid was al.so subjected to pyrolysis. In this case a crystalline acid distilled 
off in a yield of about 25% leaving a non-volatile Residue. The acid 
obtained on pyrolysis in this experiment was different from all of the 
other volatile acids which we have obtained and it (‘orresponded in 
molecular weight and comiK)sition to a i)entacosanoic acid, 

The acid melted at 78-79' and crystallized in feathery forms instead of 
in thin plates in which form the higher normal fatty acids crystallize. 
The low melting px)int and peculiar crystal form of this acid would indicate 
that it is not a normal straight chain acid but that it probably possesses 
a branched chain structure. 

It is evident from the results of the pyrolysis experiment that avian 
dx-mycolic acid cannot have the formula C3gH74()3 as suggested in Table ii 
(p. 151), but twice this value or C7gH|4gOg. The composition of the acid 
and of its bromo derivative are in agreement with this formula. 

The wax of the bovine tubercle bacillus. 

The chloroform soluble wax of the bovine tubercle bacillus isolated 
by Anderson and Roberts (28) amounted to 63,6% of the total lipoids 
and to 8,5% of the dried bacteria. An analysis of this wax was reported 
by Cason and Anderson (75). The results obtained indicate that the 
bovine bacillus wax is similar in composition to the wax found in the 
alcohol-ether extract of the human tubercle bacillus and which was 
analyzed by Wieghard and Anderson (62). 

The crude wax was purified by precipitation from ether solution with 
methyl alcohol. The purified wax was a nearly white powder which 
melted at 47-54®, [«]d in benzene =+15,5®. It contained 0,30% of 
phosphorus and a trace of nitrogen, and the iodine number, 3,2, indicated 
that the substance contained a very small amount of unsaturated com¬ 
pounds. 

Saponification of the purified wax yielded the products shown in 
Table 12 (p. 170). 
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Table 12. Cleavage products of the bovine 
bacillus wax. 


Glycerol. 


i »33 

Carbohydrate. 


9,02 

Wax acids (crude bovine mycolic acid) .. 


61,03 

Fatty acids. 

• • •% 

19,40 

Unsaponifiable matter. 


5,38 


The glycerol was identified by means of the tribenzoyl derivative. 
The carbohydrate gave no reduction with Fehling's solution until after 
it had been hydrolyzed with acids. It gave no pentose or ketose color 
reactions and it contained 2,2% of phosphorus and a trace of nitrogen. 
In aqueous solution [^xJd “ 4-67,5°. The substance contained some 
free organic phosphoric acids which were removed as water-insoluble 
lead salts. These acids consisted of glycerophosphoric acid and a more 
complex acid. The polysaccharide after removal of the organic phos¬ 
phoric acid was isolated and purified but it could not be obtained in 
crystalline form. It contained 0,72% of phosphorus and 0,18% of nitrogen. 
The purified polysaccharide was hydrolyzed and the cleavage products 
were examined. A portion of the solution was tested for glucosamine 
by the method of Palmer, Smyth, and Meyer (76) but the reaction 
indicated only a trace of glucosamine. The nature of the nitrogen com¬ 
pound could not be determined. An organic phosphoric acid was isolated 
which appeared to be slightly impure inosite monophosphoric acid. The 
balance of the hydrolyzed solution yielded mannose which was isolated 
as the phenylhydrazone and a small amount of crystalline inosite. 

The wax acids sti^ongly resembled the ‘‘unsaponifiable wax*' or mycolic 
acid (68) isolated from the human tubercle bacillus wax, both in properties 
and in composition, and like the latter it was extremely stable. The 
''unsaponifiable wax" isolated after the first saponification was refluxed 
for 72 hours in benzene-alcoholic potassium hydroxide which resulted 
in the liberation of 7,5% of fatty acids and 1,5% of neutral material. 
The principal product corresponded- in properties to mycolic acid and 
accordingly was named hovifie mycolic acid. Bovine mycolic acid melted 
at 56-58°, [dxjo in CHCI3 == +2,7°, mol. wt. by titration 1219. The 
acid contained i hydroxyl and i methoxyl and on combustion gave 
C 82,10, H T3,6o. When bovine mycolic acid was heated in a distilling 
flask under reduced pressure to 250-300° a crystalline acid distilled off 
which was identified as normal hexacosanoic acid, m. p. 87-88°, mol. wt. 
by titration 399. 

The lower fatty acids contained some interesting new acids. The 
mixed acids were separated by means of the lead salt-ether procedure 
into solid and liqtiid acids. The solid acids.were separated by distillation 
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of their methyl esters into two prindpal fractions. l^Vaction I, m. p. 
27-28' was methyl palmitate, wliich on saponification pure palmitic 
acid, m. p. 62-f)3°. The second pure ester fraction |i<ave on sai>onification 
an acid which crystallized from acetone in (liamond-sha|)ed crystals and 
from methyl alcohol in boat-sha|)ed ncedk*s. The acid melted at 7f)-77'\ 
mol. wt. by titration 368, and the composition agreed with the theo> 
retical values for a tetracdsanoic acid, C24H48()2. The low melting peunt 
and unusual crystal form would indicate that the acid possessed a branch¬ 
ing structure. 

The acids isolated from the ether-soluble l(‘ad salts formed a semi- 
solid mass with an iodine numl>cr of 5. After catalytic reduction and 
repetition of the lead salt-ether separation a small amount of solid reduced 
acids were obtained from which no pure acid could be i.solated. The 
acids recovered from the ether soluble lead salts were separated by 
fractional distillation of their methyl esters. 

Fraction I. The ester was a colorless oil which melted at 0° and it 
was optically inactive, n‘g ^ 1.4436, df 0,8620, and the saponification 
value corresponded to a molecular weight of 301. The free acid isolated 
after saponification was a colorless crystalline mass, m. p. 29-30°, mol. wt. 
by titration 284,5. The composition was in close agreement with the 
theoretical values for a saturated acid of the formula CJ8H34O2. The 
2,4,6-tribromoanilide (77) was prepared and recrystallized until the melting 
point was constant at 96-96,5°. The crystals, snow white needles, gave 
values on analysis which agreed closely with the formula C24H380NBr;,. 

It is evident from the properties and comjK)sition of this acid that it 
is an analog of tuberculostearic acid, 0,3113302 (62), and that it is an 
isomer of stearic acid, C18H33O2. The properties of the acid indicate that 
it possesses a branched chain structure but the constitution of the acid 
has not been determined. 

Fraction II. The ester distilled at 172-175° at 0,003 mm. pressure. 
The ester melted at 22-24°, - 5 . 3 "". = I. 45 I 9 . = 0,8562. 

The ester was saponified and the free acid was obtained as a wax-like 
non-crystalline mass, m. p. 33-34°, [<x]d = -3.98°, mol. wt. by titra¬ 
tion 430. The properties of this acid resemble those of the levorotatory 
acid isolated from the human tubercle bacillus {61) but the acid was 
apparently a mixture as it did not yield a pure tribromoanilide. 

The unsaponifiable matter or neutral material. 

The neutral or unsaponifiable matter obtained gave no sterol color 
reactions. This fraction consisted mainly of the dihydroxy monomethoxy 
akohol phihiocerol {j8) which was first isolated from the wax fractions 
of the human tubercle bacillus. The alcohol isolated from the bovine 
tubercle bacillus wax was identical in properties and composition with 
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phthiocerol. The substance melted at 73^74^", [<*]!) in CHClj^ ~4,o6 
and it contained 2 hydroxyl groups and i methoxyl group. 

In general it may be stated that the wax from the l>ovino tubercle 
bacillus is similar in composition to the wax found in the alcohol-cther 
extract of the human tubercle bacillus. Both waxes contain poly¬ 
saccharides which give inosite and mannose on hydroly.si.s. The principal 
ether-soluble constituents, namely mycolic acid and bovine mycolic acid, 
are practically identical in properties and composition. It ap|x?ars to 
be significant that the waxes of the bovine and human tubercle bacilli 
contain the alcohol phthiocerol which has not been found in the waxes 
of the other acid-fast bacteria. The similarity in the chemical composition 
of the waxes of the two types of bacilli apparently indicate a close rela¬ 
tionship of these organisms, a relationship which is also shown in their 
pathogenicity. 

Composition of leprosin. 

In the purification of the phosphatide from the leprosy bacillus a 
considerable amount of a wax-like substance could be recovered from 
the mother liquors and this substance was given the name leprosin; The 
analysis of leprosin was reported by Anderson, Crowder, Newman, 
and Stodola (79). The purified product was a white amorphous powder, 
m. p. 50-51°, [«]d in CHCI3 = +4°, iodine number 5, and it was free 
from phosphorus, nitrogen, sulfur, and ash. After saponification leprosin 
gave about 6% of glycerol as the only water-soluble constituent, 30% 
of ordinary fatty acids, 63% of leprosinic acid and other higher fatty 
acids, and 7% of neutral unsaponifiable matter. The ordinary fatty acids 
consisted of a mixture of myristic, palmitic, stearic, possibly a tricosanoic 
acid, and tetracosanoic acid. 

The principal ether soluble component of leprosin was an hydroxy 
acid of high molecular weight analogous to mycolic acid, to which the 
name leprosinic acid was given. Leprosinic acid represented about 20% 
of leprosin. ‘ It melted at 62-63°, [«]d in CHCl, = +4,0°, iodine number 6, 
and it was acid fast. The exact formula and molecular weight of leprosinic 
acid could not be determined but its composition corresponded to the 
formula C44H88O8, it is, however, probable that this formula should be 
multiplied by 2. 

The unsaponifiable matter gave no sterol color reactions. It was 
possible to isolate from this fraction two higher secondary alcohols, 
namely d-eicosanol-2 and d-octadecanol-2 which were identical with the 
same alcohols obtained from timothy bacillus wax and from the avian 
tubercle bacillus wax. 

The soft wax which was obtained from the mother liquors in the 
preparation of the "purified wax" from the human tubercle bacillus was 
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analyzed by Anderson {80), The cleavage products obtained on saponi¬ 
fication consisted of 5,48% of glycerol, no carbohydrate was present, 
13,59% unsaponifiable matter, 12,28% of “unsaponifiable wax'*, that 
is crude mycolic acid, and 69,51% of fatty acids. The unsaponifiable 
matter contained the alcohol phthiocerol (^7). It is evident that this 
wax fraction consisted mainly of glycerides together with a small amount 
of true wax. 

The wax found in the alcohol-ether extract 
of the human tubercle bacillus. 

The lipoids extracted from the human tubercle bacillus with a mixture 
of equal parts of alcohol and ether consist mainly of acetone soluble fat 
and phosphatide, but a small amount of wax-like material is also present. 
The greater portion of this wax is obtained from the mother liquors in 
the purification of the phosphatide. This wax-like material has been 
analyzed by Wieghard and Anderson (6j). The crude wax was purified 
by precipitation .from ethyl acetate and from ether solution by addition 
of acetone and thus separated into three fractions which had the following 
constants aS shown in Table 13, 


Table 13. Constants of wax fractions. 


Fracti(»i number: 

1 

11 

III 

Weight, g. 

32,0 

27*5 

27,0 

Melting point. 

45-46° 

36-38° 

26-28° 

[«]d in CHCla . 

— 0,8° 

1 -h 19.0° 

+ 27,4° 

Ash.% 

0,78 

i 

0.73 

Nitrogen.% 

0 

: 0.14 

0,24 

Phosphorus.% 

0,32 

0,19 

0,13 

Iodine number... 

0 

9.1 

19,6 

Saponification number 

46 

122 

136 


The following cleavage products were obtained after complete saponi¬ 
fication of Fraction I, The water-soluble compoimds consisted of a small 
amount of glycerol which was identified by means of the tribenzoyl 
derivative and a small amount of carbohydrate which yielded inosite 
and mannose. 

The ether-soluble components consisted mainly of mycolic acid 
together with notable quantities of n-hexacosanoic acid, iubercidostearic 
acid, a levorotatory acid and the alcohol phthiocerol The levbrotatory 
acid gave a lead salt which was easily soluble in ether. The free acid 
melted at 37-38°, [a]D in ether -7 to -10°, mol. wt. by titration 466. 
The composition and molecular weight data are in, agreement with the 
formula 

Wax fractions II and III gave, on saponification, small amounts of 
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glycerol and carbohydrate, and a mixture of fatty acids, but no mycolic 
acid was found. The alcohol phthiocerol was present in both fractions. 
The fatty acids was a complex mixture of solid saturated acids, liquid 
unsaturated acids, and liquid saturated fatty acids. The solid saturated 
fatty acids was a mixture containing palmitic, stearic, and hexacosanoic 
acids. The unsaturated acids on catalytic reduction gave hexacosanoic 
acid and some lower acid which was not identified. The liquid saturated 
acids consisted mainly of phthioic acid. Certain higher optically active 
acids were also present but could not be identified. 

The results of the analyses of these wax fractions indicate they were 
all mixtures of glycerides, esters of fatty acids with carbohydrates and esters 
of fatty acids with the alcohol phthiocerol. 


Higher alcohols in acid-fast bacteria. 

The occurrence of higher alcohols in the unsaponifiable fractions 
derived from the lipoids of the tubercle bacillus has been suggested by 
many of the earlier investigators, namely by Kresling (j), Bulloch 
and Macleod (46), Dorset and Emery ((^i), Auclair and Paris (3), 
Fontes {82), Panzer {83), and by Kozniewski (j), but neither the 
properties nor composition of the supposed alcohols had been determined. 
A higher alcohol called ‘'mykoP' was isolated by Tamura (3) from Myco¬ 
bacterium lacticola perrugosum. Mykol was described as a monohydric 
alcohol of the formula m. p. 66°. It was stated to be acid-fast 

and on bromination it gave a monobromide Cj^HgjBrO. The benzoyl 
derivative was prepared and its composition agreed with the theoretical. 
The same author isolated a substance from the unsaponifiable matter 
of the tubercle bacillus whose physical properties were stated to be 
identical with those of mykol, but in this case no analyses were reported 
nor were any derivatives described. 

The work reported by Tamura has received general acceptance until 
mykol is described in monographs and text books as a characteristic 
constituent of the unsaponifiable fraction of the tubercle bacillus lipoids. 
Goris (xo) in his work states that he isolated mykol from various tubercle 
bacillus lipoid fractions but neither Goris nor anyone else has taken 
the trouble to analyze mykol obtained from the tubercle bacillus. In 
every case the substance has been identified by its physical properties 
and melting point. 

In our experiments we have searched in vain for mykol. We have 
encountered large quantities of substances with properties similar to 
those of mykol, but these substances have been found to be hydroxy 
acids of high molecular weight. We have named these acids mycolic 
acids. It may be possible that the mykol described by Tamura (3) is a 
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(:onstitU(!nt of Mycobacterium lacticola perrugosum but all the (‘vidcncc 
from our work would indi<'atc that mykol d(xis not ocrui in the tulxTcIe 
bacillus. Accordingly, we would sugg^^st that the term "mykor’ lx* deleted 
from the literature dealing with the tubercle bac illus lipoids. 

Hur(;ek {84) described two alcohols isolated from the unsaponifiable 
matter of the tubercle bacillus. These substances were non-crystalline 
and not thoroughly studied or purificn:!. Nevertheless B 0 k(;er assigned 
to the.se substances the tentative formulae and No 

one else has re|K 3 rted finding these alcohols and in all probability they 
do not exist. 

The first higher alcohols to be isolated and definitely identified as 
constituents of the unsaj^onifiable matter of an acid-fast bacterium were 
described by Pangborn and Anderson (72), who found d-eicosanol-2 
and d-octadecanol-2 in the neutral or unsaponifiable matter of the wax 
of the timothy bacillus. Although neither of these alcohols had been 
described previously it was possible to isolate them in pure form and to 
determine their composition and chemical constitution. It was found 
that the alcohols were dextrorotatory monohydric alcohols and on 
oxidation with chromic acid the corresponding ketones were obtained 
in practically quantitative yield. Both the alcohols and the ketones were 
beautifully crystalline substances. 

The ketones prepared by oxidation were identified as 2 -eicosanone, 
CH3(CH2 )i 7CO*CH3 and 2-octadecanone, CH3(CH2)i6CO*CH3. The con¬ 
stitutions of the corresponding alcohols were accordingly as follows: 
d-eicosanol-2, CH3(CH2)i7CHOH CH3 and d-octadecanol-2, CH3(CH2)i6* 
CHOHCH3. 

The properties of the above mentioped alcohols and ketones are given 
in Table 14, 


Table 14. Properties of the C,0 and C^g alcohols and ketones. 



m. p. 

CHCl, 


m. p. 

d-£icosanol-2. 

62-63° 

! +4.2“ 

2>£icosanone. 

58-59“ 

Acetyl derivative . 

35 - 37 '^ 

+ J. 5 ° 

Semicarbazone . 

128® 

Benzoyl derivative. 

Fhenylurethane. 

39-40'’ 

78-78.5" 

— 

Oxime. 

73-74" 

d-Octadecanol-2. 

56" 

72-7:1® 

1 +5.7" 

-f 7 . 9 ° 

2-C)ctadecanone. 

52" 

127.5" 

Phenvlurethane. 

Semicarbazone . 


The alcohols d-eicosanol-2 and d-octadecanol-2 were next identified 
as constituents of the unsaponifiable matter of leprosin by Anderson, 
Crowder, Newman, and Stodola (79). Leprosin is a wax-like substance 
obtained from the mother liquor in the purification of the phosphatide 
of Bacillus leprae. 
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Reeves and Anderson (75) in analyzing the chlorofonn soluble 
wax of the avian tubercle bacillus also found that the unsaponif^able 
matter contained d-eicosanol-2 and d-octadecanol‘2. In view of the fact 
that these two higher alcohols have been isolated in crystalline form from 
three different types of acid-fast bacteria and identified by analyses, 
melting points, optical rotation and characteristic derivatives, the occur¬ 
rence of these alcohols can be regarded as definitely established. 

Crowder, Stodola. and Anderson ( 8 s ) isolated two interesting 
higher alcohols possessing phenolic properties from the unsaponifiable 
matter of the acetone-soluble fat of B. leprae which were designated by 
the names and fi-leprosoL Both alcohols were identical in reactions 
and in composition and corresponded to the formula C26H4g02 or possibly 
C26H44O2. The only difference observed was in solubility and melting 
points. The less soluble of the two compoimds was called «-leprosol, 
m. p. 100-101° while the more soluble jS-leprosol melts at 84-85°. 

The chemical constitutions of the leprosols have not been elucidated 
completely but it was found that i oxygen atom is present in the form 
of hydroxyl while the other oxygen is present as a methoxyl group. Both 
compounds are readily brominated forming monobromo derivatives and 
both give monoacetyl derivatives. The acetyl derivatives, on the other 
hand, are completely indifferent to bromine. The leprosols do not react 
with diazomethane but they are readily methylated in alkaline alcoholic 
solution with dimethyl sulfate forming dimethyl ethers. In the Zeisel 
reaction both leprosols are demethylated and yield crystalline dihydroxy 
compounds. The dihydroxy compounds form diacetates but they do not 
react either with diazomethane or with dimethylsulfate. The leprosols 
exhibit weakly acidic properties while phenolic properties are indicated 
by Color reactions. The leprosols form slightly soluble addition compounds 
with digitonin but they give no color reactions for sterols. 

The composition and reactions of the leprosols suggest that they are 
phenolic compounds containing a benzene nucleus and that the hydroxyl 
and methyl groups are in the ring and that there are one or more side 
chains. 

In 1934 Stendal (86) announced the isolation from the cleavage 
products of the wax.of the tubercle bacillus of a crystalline dihydric 
alcohol to which the name phthoglycol was given. The formula C22H54O2 
was assigned to this compound and it melted at 73° and had a levorota- 
tion of -4,2°. 

In 1936 Stodola and Anderson (^7) reported the results of an in¬ 
vestigation of the higher alcohols occurring in the chloroform soluble wax 
of the human tubercle bacillus strain H-37. The only alcohol found was a 
substance to which the name phthiocerol was given. Phthiocerol crystallizes 
from ethyl acetate in rosettes of prismatic needles, m. p. 73-74®, in 
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chloroform = - 4.8''. The analytical values for phthiocerol, C 77.78, 
H 13,44, the average of three.closely agreeing analyses, agree best with 
the formula C35H72O3 but the formula C33H74O3 can not be excluded. It 
was shown that phthiocerol contained 2 hydroxyl groups and i methoxyl 
group. After treatment with hydriodic acid and reduction of the resulting 
iodide a hydrocarbon was obtained which corresponded to the formula 
C34H70 and which melted at 58,5-59,5®. The constitution of phthiocerol 
has not yet been established but from the low melting point of the hydro¬ 
carbon it would appear probable that the substance possesses a branched 
chain. 

The melting point and optical rotation of phthiocerol are identical 
with those reported by Stendal for phytoglycol. It is very likely, there¬ 
fore, that the two substances are identical, although the analyses and 
molecular weight determinations given for phytoglycol differ from the 
values found for phthiocerol. 

Phthiocerol is apparently a constant and characteristic constituent 
of the wax of the human tubercle bacillus. It was shown, for instance, by 
Reeves and Anderson (88) that phthiocerol was present in the wax 
from four different strains of the tubercle bacillus, strains which had been 
recently isolated from cases of human tuberculosis. It was also shown by 
WiEGHARD and Anderson (6jJ that phthiocerol was a component of 
the wax that is contained in the alcohol-ether extract of the tubercle 
bacillus and which is obtained from the mother liquors in the purification 
of the tubercle bacillus phosphatide. 

Phthiocerol is, however, not peculiar to the human type of the tubercle 
bacillus because it was shown by Cason and Anderson (8g) that phthio¬ 
cerol was one of the cleavage products of the chloroform soluble wax of 
the bovine tubercle bacillus. This observation would indicate that the 
bovine bacillus is more closely related to the human type of the tubercle 
baicillus than to the timothy grass, avian, and leprosy bacilli - an ob¬ 
servation which is in agreement with the differences in pathogenicity of 
those organisms. 

Pigments in Tubercle Bacilli. 

Phthiocol. 

The first pigment to be isolated in pure form from the human tubercle 
bacillus was phthiocol. Anderson and Newman (90) obtained this pigment 
in the form of yellow prismatic crystals which melted at 173-174® and its 
composition corresponded to the formula CiiHg03. The same authors (pj) 
showed that oa acetylation a monoacetyl derivative was obtained as 
light yellow crystals, m. p. 101-102°, indicating tlie presence of one 
hydroxyl group in the compound. When the monoacetyl derivative was 
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refluxed with zinc dust in glacial acetic acid and acetic anhydride it was 
converted into a colorless triacetyl derivative. The pigment was accord¬ 
ingly a quinone and the three atoms of oxygen were accounted for, one 
as a hydroxyl group and the other two as a quinone. On oxidation in alka¬ 
line solution with hydrogen peroxide phthalic acid was obtained. Judging 
by its composition, derivatives, and oxidation products, it was concluded 
that the pigment must be 2-methyl-3-hydroxy-i,4-naphthoquinone. 

O 


II 



I -CH3 

'—OH 


O 

Pbthiocol. 

Although a large number of naphthoquinones have been prepared and 
described the above compound had never been prepared or described 
before our isolation of the substance from the tubercle bacillus. 

Anderson and Newman (92) succeeded in synthesizing phthiocol, 
2-methyl-3-hydroxy-i,4-naphthoquihone, from 2-methyl naphthalene. 
The 2-methyl naphthalene was oxidized to the quinone and the latter 
compound was converted to the diacetyl derivative by reductive acetyla¬ 
tion. The diacetyl derivative on saponification with alcoholic potassium 
hydroxide was at the same time partly oxidized to the desired 2-methyl-3- 
hydroxy-i,4-naphthoquinone in a yield of about 12 %. 

Subsequently a new method of synthesis of phthiocol was published by 
Newman, Crowder, and Anderson (gj). The new method consists in 
decarboxylating 3-hydroxy-1,4-naphthoquinone-2-acetic acid by heating 
the latter substance dissolved in diphenyl ether, with copper-barium- 
chromite catalyst. This synthesis involves a good many steps and is 
therefore more expensive and more time-consuming, but the yields were 
higher than by the first method. 

The oxidation-reduction potential of phthiocol was studied by Ball (94) 
who determined values for Eo' at pn ranging from i,i to 12,6. Phthiocol is 
the oxident of a reversible oxidation-reduction system whose potential 
is among the lowest reported for systems of biological origin. Hie same 
author reported that phthiocol is suitable for use as an oxidation-reduction 
indicator at Ph values more alkaline than 6,0. A two-step oxidation- 
reduction of phthiocol was reported by Hill (95). Solutions of phthiocol 
were titrated reductively over a range of pn from 7,53 to 14,3 and it was 
found from an analysis of the titration curves that the separation of the 
two steins begins at about Ph 9 and is more distinct at greater pjj's. 
Ball (96) extended his studies ot the oxidation-reduction potential of 
phthiocol in alkaline solutions and his results were in general agreement 
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with those reported by Hill. Other studies of the oxidation-reduction 
potential of phthiocol and other quinones have been reported by Lugg, 
Macbeth and Winzor (97). 

Dh^k^ (g8) examined the fluorescence spectrum and found that 
phthiocol solutions showed none but that reduced phthiocol solutions 
exhibited fluorescence. Crowe (99) studied the ultraviolet absorption 
spectrum curve of phthiocol and observed in 95% alcoholic solutions 
selective absorption in the region of A 3850, 3340, 2780 and 2500 A. The 
observed values would indicate that the same absorbing mechanism which 
is present in the naphthoquinones may be responsible for the selective 
absorption but modified to some extent by the methyl and hydroxyl 
groups present in phthiocol. 

An extensive study of the pharmacological action of phthiocol has 
been reported by Supniewski, Hano and Taschner ( ioo ). 

The occurrence of riboflavin in tubercle bacilli. 

It is a common observation that liquid culture media upon which 
tubercle bacilli have been grown exhibit a yellowish green fluorescence 
in ordinary light and the same phenomenon may be observed in aqueous 
or dilute alcoholic extracts prepared from tubercle bacilli. Under the 
ultraviolet light such solutions exhibit an intense and beautiful bluish 
green fluorescence. The fluorescent pigment is readily adsorbed by 
Fuller's earth and it can be eluted by a mixture of pyridine-methyl 
alcohol-water. The fluorescent pigment can not be extracted from aqueous 
solutions by solvents, but after the solutions have been made alkaline 
and irradiated by exposure to strong light and then acidified, extraction 
with chloroform removes a greenish yellow fluorescent pigment which 
possesses all the properties of lumiflavin. The properties and fluorescence 
of the pigment indicate the presence of riboflavin. In addition to ribo¬ 
flavin tubercle bacilli contain another pigment which exhibits a beautiful 
blue fluorescence in ultraviolet light. 

The identification of riboflavin in culture media upon which tubercle 
bacilli had been grown was first demonstrated by Boissevain, Drea and 
Schultz (10j). These investigators cultivated two human and two 
bovine strains of the tubercle bacillus on the Sauton's medium (4) 
and determined the concentration of riboflavin spectrographically. 
They reported the following values of riboflavin per cc. of culture 
medium: Human H-37:o,5oy, Human R^:2fi6y, Bovine N. J.:o,85y, 
and BCG.: 1,07 y. 

The presence of riboflavin in tubercle bacilli was also reported by 
Rohner and Roulet {102) who exaihihed two bovine strains and one 
human strain of tubercle bacilli grown oh the Lockemakk ihediiun. The 
bacterial cells were first extracted with alcohol-ether for removal of 
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lipoids after which the cells were extracted with water. After concentration 
of the flavin by adsorption on Floridin XS followed by elution the solution 
was made alkaline and irradiated, acidified, and extracted with chloro¬ 
form. The lumiflavin contained in the chloroform extract was determined 
according to the method of Kuhn, Wagner-Jauregg and Kaltschmitt 
(loj) by means of the Pulfrich Stufenphotometer. From the values 
obtained the authors estimate that 45 gm. of dry extracted bovine tu¬ 
bercle bacilli contained 0,74 mg. of flavin. Another strain of bovine 
tubercle bacilli examined by the same method yielded no flavin. A strain 
of the human tubercle bacillus grown under the same conditions and 
examined by the same procedure was found to contain 1,25 mg. of flavin 
per 45 gm. of dry cells. 

Unpublished experiments performed in the authors laboratory by 
K. E, Reeves and H. R. Street in 1936 showed that the human strains 
A-12 and A-14 and the avian strain of tubercle bacilli grown on the 
Long synthetic medium (5) contained riboflavin. In these exjx^riments 
the bacilli had been extracted with alcohol-ether and with chloroform 
in order to remove lipoids soluble in neutral solvents, after which the 
bacillary residue was extracted with 25% alcohol. The flavin contained 
in the latter extract was adsorbed on Fuller's earth, eluted with pyridine- 
methyl alcohol-water and determined as lumiflavin according to .the 
methods of Warburg and Christian {104) and Kuhn, Wagner-Jauregg 
and Kaltschmitt (ioj). From the values obtained the flavin content 
of the dry bacilli was estimated to be as follows: Strain A-12, 13,0 mg., 
Strain A-14, 36,6 mg. and avian strain 19,3 mg. per kilogram. Concen¬ 
trates of the flavin were prepared and fed to young rats. The addition of 
this concentrate to the food deficient in flavin caused the rats to grow 
as rapidly as those rats which received a corresponding quantity of 
crystalline riboflavin. It is evident from results mentioned above that 
the tubercle bacillus cultivated on synthetic media is capable of synthesizing 
aU the essential compounds required for its existence, including riboflavin. 

Carotinoid pigments in acid-fast bacteria. 

Whether carotinoid pigments are synthesized by the tubercle bacillus 
when cultivated on synthetic media is as yet unknown, at least no direct 
identification of such pigments has been described. Other acid*»fast bac¬ 
teria, however, apparently contain carotinoids. 

The timothy grass bacillus grown on the Long synthetic medium is 
highly pigmented. The acetone-soluble fat obtained from the bacillus is 
dark red in color while the chloroform-soluble wax is reddish-yellow. The 
pigment was examined by Chargaff (105) in the author's laboratory 
some years ago. Chromatographic adsorption analysis on a calcium carbo¬ 
nate column indicated the presence of three pigments,, one of which was 
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apparently carotene C4oH5« and the possible presence of xanthophyU CiqH^O) 
was also indicated. 

Certain strains of the so-caUed leprae bacillus are highly chromogenic 
and their lipoid extracts are bright red in color. The isolation of a new 
carotene called leprotin from an unnamed strain of the leprosy bacillus, 
was reported by Grundmann and Takeda (zo 6 ), Leprotin was studied 
more closely by Takeda and Ohta (J07). The substance crystallized in 
thin copper-colored needles from benzene-methyl alcohol, melted in 
vacuo at 197°, and showed provitamin A activity and in composition 
corresponded to the formula €401154. 


Firmly Bound Lipoids of Tubercle Bacilli. 

It has been recognized for a long time that it is impossible to extract 
all of the lipoids or waxes from tubercle bacilli or other acid-fast bacteria 
by neutral solvents. A portion of the lipoids is apparently firmly combined 
in the cellular structure either with protein or carbohydrates and it is 
necessary to treat the bacterial cells with acids or alkali before all of the 
lipoids can be removed by neutral solvents. Aronson (67) used a mixture 
of alcohol and ether containing 1% of hydrochloric acid for the complete 
extraction of lipoid material and this procedure has been employed by 
other investigators, namely Bulloch and Macleod {46) and these in¬ 
vestigations were extended by Long (108) who reported that from 4 to 8% 
of additional lipoids could be extracted with petroleum ether from 
partly defatted bacilli after they had been treated with normal hydro¬ 
chloric acid. 

Other investigators, Agulhon and Frouin (47), Terroine and 
Lobstein (j), and Model (log) have recommended the use of alkali for 
the liberation of the total lipoids. 

Disintegration of the bacterial cells by strong alkali would naturally 
cause either complete or partial saponification of the fats, phosphatides, 
and waxes with the liberation of free fatty acids. In cases where this 
method is used very little information could be obtained concerning the 
composition of individual lipoid compounds. For this reason the milder 
treatment of the extracted bacteria with a mixture of alcohol and ether 
containing 1% of hydrochloric acid is to be recommended in cases where 
it is desired to study the composition of the lipoid material. 

CoGHiLL and Bird (iio) reported a decided increase in the extractable 
lipoids of the timothy grass bacillus after treatment with acids or alkali 
and Uyei and Anderson (jo) foimd that partly defatted leprosy bacilli 
gave about 17% of lipoids after the cells had been treated with alcohol- 
ether containing 1% of hydrochloric acid. The five strains of the human 
tubercle bacillus studied by Crowder, Stodola, Pangborn and Ander- 
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SON (34) yielded from ii to 17% of additional etlicr-solublc comjwunds 
after tlie partly defatted cells had been treated with alcohol-ether con¬ 
taining 1% of hydrochloric acid. Umezu and Wagnkr-Jauregc; { hi ) 
report ether-soluble bound wax to the extent of 12,7% after defatted 
bacterial cells were treated with alkali. A review of this subject up to 
1932 is given by Long (9). 

Although the presence of firmly bound lipoids had been observed in 
tubercle bacilli for about 40 years, no attempt had been made to examine 
this material by chemical methods. It was generally regarded, as stated 
in the review by Long (9), that the material was similar to the wax which 
made up the bulk of the bacterial lipoids and it was known that it was 
acid-fast. 

In 1937 an investigation of the firmly bound lipoids of two strains, 
A-io and A-12, of the human tubercle bacillus was reported by Anderson, 
Reeves, and Stodola {112). Both strains of bacilli had been exhaustively 
extracted with a mixture of alcohol and ether and with chloroform (34). 
In the case of strain A-io the partly defatted cells were next extracted 
with. 25% alcohol for the removal of polysaccharide, inorganic salts, 
nitrogen compounds, riboflavin, etc. Following this extraction the cell 
residue was treated with equal parts of alcohol and ether containing 1% 
of hydrochloric acid, the mixture being warmed to 50° under a reflux 
for 5 hours. The solvent was filtered off and the cells were exhaustively 
extracted with alcohol-ether, with ether, and with a mixture of ether and 
chloroform. The total lipoid material amounted to 12,2% of the bacteria. 
The material possessed very interesting properties and an unusual com¬ 
position. 

It was found, for instance, in attempting to filter a chloroform solution 
of the firmly bound lipoids that only a portion of the material would 
pass through a Chamberland filter. The imfiltrable portion was easily 
soluble in ether but in passing the ethereal solution throiigh a ChAmberland 
filter it was foimd that the filtrate consisted of nearly pure ether and that 
it contained a very small amoimt of lipoid. It was possible, therefewe, to 
separate the firmly bound lipoids into a fiUrahle and unfiUrable jraciion. 
Both fractions were obtained as snow white amorphous powders by pre¬ 
cipitation from ether solutions with alcohol. Both fractions were easily 
soluble in ether, chlcnroform and benzene but they were practically in¬ 
soluble in aiccdiol or in acetone. 

The unSltrable lipoid melted with decomposition at 200*^. It contained 
phosphcMiis 0,2, nitrogen 0,4, carbon 64,2, hydrogen 10,2% and on saponi¬ 
fication it gave about equal parts of ether-soluble and water-soluble con¬ 
stituents. The ether-soluble fraction consisted mainly of an hydroxy acid, 

P* 55-56 [«]d in CHClj = 4- 1,7®; C 81,66, H 12,80; mol. wt. by 
titration 1208. The properties and composition of this substance are 
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identical with those of mycolic acid which is the characteristic constituent 
of all of the wax fractions of the human tubercle bacillus. Besides mycolic 
acid the ether-soluble fraction contained only 4% of lower fatty acids. 
No unsaponifiable matter was present. 

The water-soluble fraction was a complex polysaccharide. No glycerol 
could be found. The purified polysaccharide was a white amorphous 
powder which gave no reduction with Fehling's solution until after it 
had been hydrolyzed with dilute acids. It contained phosphorus 0,38, 
and nitrogen 0,95%. The substance was optically active = + 30,0°, 
and it gave a precipitin reaction with immune serum in dilutions up to 
1:1000000. The maximum reduction on hydrolysis with 5% sulfuric 
acid was obtained in 2^/4 hours and amounted to 57% calculated as 
glucose. The reducing sugars liberated on hydrolysis were found to 
consist of 6,66% of mannose, 38,7% of d-arabinose, and 12,2% of galactose. 
The nature of the nitrogen component could not be determined but tests 
for glucosamine indicated that only traces could be present. The balance 
of the hydrolysis products which amounted to over 40% contained no 
reducing sugars. A trace of inosite was the only substance that could be 
isolated. The nature and composition of the balance of the products of 
hydrolysis is unknown but it is probable that higher polyhydric alcohols 
are present. The material can be acetylated and the acetyl derivative is 
insoluble in water but very soluble in organic solvents and it could not 
be crystallized. 

The filtrable lipoid fraction melted with decomposition between 
180-200"* and on saponification it gave 25,5% of polysaccharide, 76,9% 
of ether-soluble material and 2,0% of glycerol. The polysaccharide was 
apparently identical with the corresponding fraction from the unfiltrable 
lipoid and like the latter gave a precipitin reaction with immune serum in 
dilutions up to 1:1000000. The ether-soluble material consisted of 
about equal parts of mycolic acid and a mixture of fatty acids of lower 
molecular weight. The solid saturated acids separated by means of the 
lead salt-ether procedure apparently was a eutectic mixture of palmitic 
and stearic acids. The liquid fatty acids, iodine number 29,4, were hydro¬ 
genated and separated into solid reduced acids and liquid saturated acids. 
The reduced acids contained stearic acid and probably palmitic acid. 
The liquid saturated fatty acid was identical in. properties "with tuber- 
culostearic acid. No phthioic acid could be found. The characteristic alcohol 
phthiocerol was also absent in the unsaponifiable fraction. 

Hie dried cell residues of strain A-12 of the human tubercle bacillus 
after exhaustive extraction wdth alcohol-ether and with chloroform was 
further extracted wdth acidified alcohol-ether and wdth ether and chloro¬ 
form and gave 15,3% of additional lipoids. This material when dissolved 
in chloroform passed through a Chamberland filter without leaving any 
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unfiltrable residue. On precipitation from ethereal solution with methyl 
alcohol a white amorphous powder was obtained which melted at 47-48''. 
On saponification the substance gave 11,5% of polysaccharide and 85% of 
ether-soluble material. The ether-soluble fraction consisted almost entirely 
of mycolic acid, m. p. 54-55°, mol. wt. by titration 1216. The cleavage 
products obtained were identical with those from the unfiltrable lipoid of 
strain A-io but the percentage of polysaccharide was very much less. 

In another experiment a portion of the same lot of extracted bacterial 
residues of strain A-12 was first extracted with 25% of alcohol after 
which the material was exhaustively extracted with acidified alcohol- 
ether, ether and chloroform. The total lipoid material obtained amounted 
to 15,2%, essentially the same as obtained in the first experiment. 
However, a chloroform solution of .the lipoid did not pass completely 
through a Chamberland filter. The unfiltrable lipoid in this case amounted 
to 14,4% of the total lipoid. The substance on precipitation from ethereal 
solution with methyl alcohol was a white amorphous powder which 
melted with decomposition at 196-200°. 

The firmly bound lipoids that can be extracted from partly defatted 
tubercle bacilli after treatment with dilute acid are apparently esters of 
higher fatty acids with a specific polysaccharide. Mycolic acid is the 
principal ether-soluble constituent that is liberated on saponification. 
In view of the fact that the polysaccharide component may vary from ii 
to 50% it is impossible to regard the bound lipoids as a definite chemical 
compound. At the same time the fatty acids are undoubtedly in chemical 
combination with the polysaccharide because it is impossible to remove 
any carbohydrate giving a Molisch reaction from the bound lipoids 
either, by trituration with water or by extracting a petroleum ether 
solution of the lipoids with acid or with alkali. 

Firmly Bound Lipoids in the Avian Tubercle Bacillus. 

The avian tubercle bacillus after exhaustive extraction with alcohol- 
ether and chloroform contains firmly bound lipoids which can be extracted 
with ether and chloroform after the bacterial residue has been treated 
with acidified alcohol-ether. The firmly boimd lipoids amounted to 
10,8% of the bacterial residue and when a chloroform solution of the 
material was passed through a Chamberland filter it could be separated 
into a fOtrable and unfiltrable fraction. The unfiltrable amounted to 
2,68% and the filtrable fraction to 8,16% of the bacteria. 

The unfiltrable fraction of the bound lipoids gave on saponification 
about equal parts of polysaccharide and ether-soluble material. 

The polysaccharide contained 2% of ash, 1,04% of phosphorus and 
1,84% of nitrogen and on hydrolysis with 5% sulfuric acid the maximum 
reduction was attained in about 3 hours and amoimted to 50,1% calcul- 
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ated as glucose. The substance gave a precipitin reaction with immune 
serum in dilutions up to i: 500000. The polysaccharide gave the usual 
pentose color reactions with orcinol and phloroglucinol and when tested 
by the Palmer, Smyth and Meyer (76) method for glucosamine a value 
of 1,34% was obtained. 

The reducing sugars which were liberated on hydrolysis of the poly¬ 
saccharide consisted of 27,3% of mannose, about 20% of d-arabinose 
and a small amount of galactose. Besides the reducing sugars the hydro¬ 
lysis products contained a small amount of free inosite and a complex 
organic phosphoric acid which corresponded in composition to the formula 
C,Hj|gOi4P2. This acid gave a strongly positive Scherer reaction and 
hence must have contained inosite. It is possible that the substance 
represented a combination of glycerophosphoric acid and inosite mono- 
phosphoric acid. 

The Ether-soluble Constituenta of the Avian Bound Lipoids. 

The ether-soluble fraction consisted mainly of a mixture of optically 
active hydroxy acids of high molecular weight. The purest acid had the 
approximate formula C71H14JO3. It melted at 60“-6i°, [<x]d in CHCl, = 
= + 2,3°, mol. wt. by titration 965. There was present also a small 
amount of unidentified lower fatty acids. The unsaponifiable matter 
amounted to 14% and consisted mainly of d~eicosanol-2, CH3(CHj)i7‘ 
CHOH CH3, m. p. 62-63°, [(x]d in ether = +7,1°. 

The com|X)sition of the firmly bound lipoids of the avian tubercle 
bacillus is therefore quite different from that of the chloroform-soluble 
wax isolated from this organism and which is discussed in another section 
of this review. The chloroform soluble wax t:onsists principally of esters 
of the avian a- and fi-mycolic acids with the disaccharide trehalose. The 
polysaccharide which is present in the firmly bound lipoids gives on 
hy^olysis, mannose, d-arabinose, and galactose and in this respect 
resembles the polysaccharide which is combined in the wax and in the 
firmly bound lipoids of the human tubercle bacillus. The secondary 
alcohol, d-eicosanol-2, which is a characteristic component of the avian 
bacillus wax is also present in the firmly bound lipoids. 

The Firmly Bound Lipoids of the Leprosy Bacillus. 

The leprosy bacillus after exhaustive extraction with a mixture of 
alcohol and ether followed by extraction with chloroform according to 
Uyei and Anderson (;jo) 3delded, after treatment with acidified alcohol- 
etHer and subsequent extraction with ether and with chloroform 19,5% 
of firmly bound lipoids. A chloroform solution of this material passed 
completely through a Chamberland filter without leaving any unfiltrable 
lipoid. The crude lipoids were fractionated into three principal fractions 
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by precipitation from ethereal solution with alcohol and with acetone. 
The least soluble fraction m. p. 175-185° amounted to 31% of the total 
lipoids. A more soluble fraction, amounting to 21% of the total, recovered 
from the mother liquors melted at 50-53° and resembled leprosin (79). 
The most soluble fraction, about 48% of the total lipoids, was a semi¬ 
solid fatty material. 

That portion of the firmly bound lipoids which melted at 175-185° 
was a white amorphous powder. The substance was free from phosphorus 
and contained a mere trace of nitrogen. It was easily soluble in ether, 
chloroform and benzene, but insoluble in alcohol and acetone. On 
saponification this fraction gave 66,4% of ether-soluble compounds and 
40,5% of carbohydrate. No glycerol was present. 

The ether-soluble compounds were separated into 84,8% of optically 
active hydroxy acids of very high molecular weight, m. p. 64°, [ajo in 
CHCI3 = + 5,4°, 6,5% of lower fatty acids and 8,2% of neutral or unsaponi- 
fiable matter. The neutral material consisted of a mixture of d-eicosanol-2, 
CH3(CH3)„CH0H CH8, and d^octadecanol-2, CH3(CH3)i5 CHOH*CH8. 

The carbohydrate was purified by precipitation from water solution 
with alcohol and was a nearly white powder. It contained no phosphorus 
and only a trace of nitrogen and it gave no reduction with Fehling's 
solution. The substance gave a precipitin reaction with immune serum in 
dilutions up to i: 2000000 and it gave pentose color reactions with 
orcinol and phloroglucinol but the naphthoresorcinol test was negative. 

On hydrolysis with 5% sulfuric acid the maximum reduction was 
attained in 2^/3 hours and amounted to 50,5% calculated as glucose. In, 
the quantitative determination of pentose by distillation with 12% 
hydrochloric acid the amount of phloroglucide corresponded to 48,3% 
of pentose: The phloroglucide was insoluble in alcohol indicating absence 
of method pentose. 

The reducing sugars liberated on hydrolysis consisted of d-arabinose, 
some other pentose and d-galactose. Mannose and inosite were absent. 
By means of benzylphenylhydrazine it was possible to isolate d-arabinose 
in a yield of 41,4% and 2,0% of d-galactose. After these sugars had 
been removed the balance of the hydrolysis solution gave pentose color 
reactions and reduced Fehling's solution. However, the pentose could 
not be identified. It gave no insoluble hydrazone and the Bertrand- 
test for xylose was negative. 

The composition of the firmly bound lipoids of the leprosy bacillus 
differs decidedly from the corresponding fractions of the human and 
avian tubercle bacilli. The difference is particularly striking in the 
nature of the polysaccharides. The polysacchaiides contained in the 
bound lipoids of the human and avian tubercle bacilli are very similar 
and on hydrolysis yield mannose, d-arabinose,/ and* galactose together 
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with small .amounts of inositc, whereas tht' polysaecharidc from the 
bound lipoids of the leprosy bacillus gives on hydrolysis mainly d-arabinost\ 
some unidentified pentose and a small amount of galactostj. 

The firmly bound lipoids of the acid-fast bacteria so far as tlicy have 
been studied show certain similarities in jwoperties. They are substances 
containing optically active hydroxy acids of very high molecular weight 
combined with specific polysaccharides. It is rather significant that the 
bound li]x>id!s of the avian tubercle bacillus and the leprosy bacillus 
contain the alcohols, d-eicosanoU2 and d-octadecanol-2, which are 
characteristic constituents of the wax fractions of these two organisms, 
but which are absent from the human tubercle bacillus. 

The data to the firmly bound lipoids of the avian tubercle bacillus 
and the leprosy bacillus referred to in this section will be published from 
this laboratory in the near future. The results are mentioned here for 
the sake of completeness. 


Are Sterols Metabolic Products of Acid-fast Bacteria? 

Sterols are always present in the lipoids derived from all animals and 
higher plants as well as from various moulds and yeast cells. In view 
of the wide and universal distribution of sterols in all living organisms 
it is surprizing that many bacteria including the acid-fast group form an 
exception. The preponderance of evidence indicates that the acid-fast 
bacteria do not contain sterols, Hammerschlag (2) in the first recorded 
chemical investigation of the tubercle bacillus could not detect any sterols. 
Similar results were later reported by Aronson (67), Kresling (j), Agul- 
HON and Frouin {47), and by Panzer (83), Tamura (j) could not detect 
any sterols in Mycobacterium lacticola, in tubercle bacilli or in the 
diphtheria bacillus. Goris (jo) examined a large quantity of lipoids from 
the tubercle bacillus but could not find any sterols. Similar negative results 
were reported by Anderson and his collaborators (jjj). Chargaff {35) 
likewise was unable to find any sterols in in other strains of 

acid-fast bacteria or in the diphtheria bacillus, v. Behring (114) in a 
special investigation for sterols in B, Coli and in the diphtheria bacillus 
found no substance that gave any sterol color reaction. 

Some of the earlier investigators, namely Baudran {55), Auclair 
and Paris (j), and Terroine and Lobstein (j), have reported that 
sterols were present in the lipoids of tubercle bacilli. More recently it 
ha^ b^n reported by Hecht {jr5) that the human types of tubercle 
bacilli, ‘*BCG’^ and timothy grass bacillus as well as B, Coli contain 
sterols. In this case the sterols were precipitated as digitonides and 
identified by means of color reactions but no quantitative data were given. 

In view of the discordant results mentioned above a careful search 
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for sterols in the lipoids obtained from five different strains of tubercle 
bacilli was reported by Anderson, Schoenheimer, Crowder and 
Stodola (j/6 ). The bacilli were all of the human type, the old strain 
H-37 together with four strains recently isolated from human cases of 
tuberculosis. All five strains had been grown under identical conditions 
on the Long (5) synthetic medium. From the unsajKmiliable matter of the 
acetone-soluble fats and of the wax fractions traces of insoluble digiton- 
ides were obtained which gave typical Liebermann-Burchard reactions. 
The amount of digitonide obtained from the acetone soluble fat correspon¬ 
ded to one part sterol in 624000 parts of dry bacteria, while from the 
wax the proportion was one part sterol in 870000 parts of dry bacteria. 
The above mentioned investigators concluded, in view of the minimal 
traces of sterol-like substances that they isolated, that sterols were not 
metabolic products of tubercle bacilli. They regarded it as more likely 
that such traces as they had found were due to accidental impurities 
derived either from corks or rubber stoppers used in concentrating the 
extracts, or from the hands in handling filter paper, etc. 

While sterols may be regarded as absent from tubercle bacilli, other 
acid-fast bacteria, diphtheria bacillus and B. Coli, other types of bacteria 
may exist which do product sterols when grown on synthetic media which 
are free from sterols. In an examination of the acetone-soluble fat ex¬ 
tracted from azotobacter Sifferd and Anderson (117) found that the 
unsaj)onifiable matter gave an insoluble digitonide from which a sterol 
was isolated in an amount corresponding to 0,1% of the fat, a quantity 
much too large to be regarded as an accidental impurity. The bacteria 
in question had been grown in pure culture on a synthetic medium in 
which crystalline dextrose was the only source of carbon^ Examination 
of this sugar showed that it was entirely free of sterols. 

In future investigations dealing with the presence of sterols in bacteria 
it should be borne in mind that extreme precautions are necessary. The 
culture must be pure and not cont^ninated with sterol producing moulds 
or fimgi. Synthetic media must be employed containing only compounds 
of known purity. The media must not contain any infusions of animal 
or plant materials because small amounts of sterols are always present 
in such infusions and may become adsorbed on the bacterial cells. Corks 
or rubber stoppers can not be used during the concentration of the lipoid 
extracts. If a pure redistilled solvent such as alcohol or chloroform, etc., 
is refluxed for a couple of hours in a clean glass flask carrying a condenser 
with a new cork stopper and the solvent is then evaporated to dryness 
a residue will be obtained which gives a strong Liebermann-Burchard 
reaction. In fact, perfectly clean all-glass apparatus must be used for 
this purpose. Soap must not be used for cleaning flasks or other apparatus 
employed in the investigation. 
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The Lipoids of Phytomonas Tumefaciens. 

Although Phytomonas tumefaciens was recognized as the causative 
agent of crown galls in plants by Smith and Townsend [118) in 1907, 
very few chemical studies of this pathogenic organism have been reported, 
Bgivin et al. (iig) isolated a substance which they called glucolipid and 
more recently Chargaff and Levine {120) have studied the lipoids of 
this organism. The total lipoids amounted to 7-^% and consisted of 
phosphatide, acetone-soluble fat and a small amount of chloroform- 
soluble wax. The acetone-soluble fat was analyzed by these authors {121). 
The fat, a yellowish red oil, had the following constants: Iodine No. 108,5, 
saponification no. 201,2, acid no. 53,2, ester no. 148,0, unsaponifiable 
matter 7,1%. The only water-soluble compound found after the fat had 
been saponified was glycerol. The fatty acids consisted of palmitic acid, 
oleic acid and a liquid-saturated fatty acid. The latter acid was optically 
inactive. It gave a lead salt soluble in ether and corresponded approximat¬ 
ely to the formula C 2 iH 420 a. The unsaponifiable matter was separated 
into a crystalline sterol m. p. 134-136° by means of digitonin and a non¬ 
sterol fraction which was a reddish oil. The bacteria analyzed by the 
above mentioned authors had been grown on a bean-broth medium and 
it is possible, therefore, that the sterol came from the medium. 

Investigations on the chemical composition of Phytomonas tume¬ 
faciens are under way in this Laboratory in collaboration with Dr. A. J. 
Riker of the University of Wisconsin and The International Cancer 
Research Foundation. The bacteria used in our work have been grown 
on two s)mthetic media at the Biological Laboratories, Sharp and Dohme, 
Glenolden, Pennsylvania, through the cooperation of Dr. John Reichel. 
The first medium used contained inorganic salts and water, and glycerol 
was the main source of carbon, but the growth of the bacteria was very 
poor. The second medium supported a more luxuriant growth and 
contained sucrose and glutamic acid in addition to inorganic salts. The 
two media had the following composition: 


Medium i. Medium 2. 


MgSO^.yHjO. 


MgS04.7H20. 


NaCl. 

. 0.3 

NaCl.. 


CaCl,. 

. 0,1 

CaCl*. 


K2HPO4 ..... 

. 0.3 

K2HPO4. 


KNO4.. 

. 5 »o 

(NH,),SO.. 

. 7.5 

Ferric ammon. citrate .. 


Glutamic acid. 

. 2,5 

Glycerol. 


Sucrose. 


Water. 


Water_*. 



The bacteria grown on Medium No. i gave 2,0% of total lipoids of 
which 44% was phosphatide while the bacteria grown on Medium No. 2 
gave 6% total lipoids of which 64% was phosphatide. The lipoids were 
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extracted and fractionated by the methods used in our studies on the 
acid-fast bacteria. Every precaution was taken to prevent changes due 
to oxidation of unsaturated compounds by displacing the air during the 
various operations with carbon dioxide or nitrogen. The lipoids were 
separated into phosphatide, acetone-soluble fat and a small amount of 
a chloroform-soluble wax-like substance. 

The phosphatides isolated from the bacteria grown on the two media 
were analyzed by Geiger and Anderson (122), The chemical composi¬ 
tion of the phosphatides isolated by Chargaff and Levine {121) differed 
considerably from those prepared by Geiger and Anderson (122) as 
shown in Table 15. 


Table 15. Composition of phosphatides from 
Phytomonas tumefaciens. 




Found by 

Gbiosr and Andbrson 

Med. No. z ! Med. No. a 

Found by 
CUABOAFF 
and Lbvinb 

Phosphorus .. 

■ ■■% 

00 

4.07 

3»2 

Nitrogen .... 

■ ■ ■% 

1 1.38 ; 

1,61 

2»3 


Judging by the cleavage products obtained on hydrolysis, both 
preparations represented typical mixtures of lecithin and cephalin since 
the only water-soluble constituents were glycerophosphoric acid, choline 
and aminoethyl alcohol. However, the fatty acids in the two preparations 
differed decidedly in composition and in the degree of unsaturation. The 
variation in composition of the fatty acids is indicated in Table j6 . 


Table 16. Fatty Acids of the Phytomonas 
tumefaciens Phosphatides. 



Medium x 

j Medium a 

Total fatty acids.% 

00 

0 

63.2 

Solid fatty acids.% 

5.1 

2.7 

Liquid fatty acids.% 

54^5 

59.7 

Iodine no. of liquid acids .... 

34.0 

76,0 

Reduced solid acids. % 

10,2 

i 42.5 

Liquid saturated acids ....% 

36.6 

1 4.8 


It is evident that both phosphatides contain liquid saturated fatty 
acids that give lead salts that are easily soluble in ether, but the pro¬ 
portion of these acids varies greatly. The composition of the acids could 
not be determined very accurately owing to the small amounts that were 
available. Judging by the molecular weight the acid from the organism 
grown on Medium No. i coiresponded to the formula C|BH4e02 and it 
showed a low dextrorotation. The acid from the bacteria grown on 
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Medium No. 2 was optically inactive and the molecular weight indicated 
that it was an isomer of stearic acid, CigH30O2. 

The occurrence of liquid saturated fatty acids in the lipoid fractions 
of Phytomonas tumefaciens is a matter of considerable interest since 
acids of this kind are so rare, having previously only been found in the 
lipoids of the acid>fast bacteria. It is hoped that larger quantities of the 
liquid-saturated fatty acids from Phytomonas tumefaciens will become 
available in order that they can be studied more accurately. 


The Lipoids of Lactobacillus Acidophilus. 

Lactobacillus acidophilus has been used rather extensively during the 
past several years for the production of acidophilus milk and for implan¬ 
tation in the human intestinal tract for the relief of various intestinal 
disorders. The use of lactobacillus acidophilus for these purposes was due 
largely to the investigations of Rettger and his students (12j). A biblio¬ 
graphy dealing with the bacteriology and therapeutic application of the 
bacillus was published by Frost and Hankinson (124). 

A study of the lipoids of Lactobacillus acidophilus was reported by 
Crowder and Anderson (125). The bacteria which they examined was 
a commercial product provided by Sharp and Dohme, Philadelphia, 
Pennsylvania, and had been grown on a medium consisting of trypsin- 
digested skim milk, peptone, dextrose, dextrin, and tomato juice. In view 
of the composition of the medium it is very probable that certain of its 
constituents, such as fat and sterols, were adsorbed on the bacterial cells. 

The lipoids were extracted and fractionated by the methods described 
under acid-fast bacteria. The total lipoids amounted to 7,0% of the 
bacteria and were separated into 28,0% of free fatty acids, 35,2% of 
neutral fat and 32% of phosphatide, 

Dihydroxystearic acid. The crude lipoids extracted with alcohol and 
ether were found to contain a notable quantity of free dihydroxystearic 
acid equivalent to 3,4% of the total lipoids (126). The acid being insoluble 
in ether was obtained as an amorphous powder when the crude lipoids 
were dissolved in ether. On crystallization from dilute alcohol the acid 
was obtained as colorless needles which melted at 106-107®. The acid was 
optically active but it was very easily racemized. The highest rotation 
observed was + 7 . 7 ®* The composition of the purified acid was in agree¬ 
ment with the formula CigHjgOg and on reduction with hydroiodic acid it 
gave pure stearic acid in quantitative yield. 

The occurrence of a free optically active dihydroxystearic acid in the 
lipoids of Lactobacillus is a matter worthy of note because dihydroxystearic 
acid occurs very rarely in fats. It was shown by Juxllard (127) that the 
mixed fatty acids obtained in the saponification of castor oil contain 
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abo^t 1% of dihydroxystearic acid. The investigations of Schreiner 
and Shorey (12S) and Schreiner and Lothrop (i 2 g) showed that a 
dihydroxystearic acid melting at 98^9was widely distributed in soils 
where it was present to the extent of about 50 parts per million. 

The neutral fat had the following constants: 


Saponification no. 209.4 

Iodine no. (Hanus) . 35,9 

Reich£kt>Meissl no. 25,-2 

POLENSKE no. b,i 

Unsa}xmifiable matter. 0,7 


The fat on saponification with alcoholic potassium hydroxide gave 
81,5% of fatty acids, 6,7% of unsaponifiablc matter and 12,5% of glycerol. 
The glycerol was identified by means of the crystalline tribenzoyl deriva¬ 
tive which melted at 75-76°. The unsaponifiablc matter consisted largely 
of cholesterol which* on purification by crystallization from alcohol was 
obtained as colorless plates, m. p. 149-150°, [<x]i) in CHCI3 =-39,4°. 
The cholesterol was in all probability derived from the skim milk which 
was a part of the medium. 

The fatty acids on separation by means of the lead salt-ether method 
gave 57,7% of solid acids and 36,9% of liquid acids. The solid acids were 
converted into methyl esters and the esters were fractionated by distilla¬ 
tion in a high vacuum. The pure ester fractions were saponified and the 
free acids were isolated and crystallized. The purity of the acids was 
controlled by melting point and mixed melting point and by analyses. 
It was estimated that the solid acids were composed of about 5% of 
lauric, 10% of m5rristic, 45% of palmitic and 40% of stearic acids. 

The liquid acids had an iodine number of 75,6. On catalytic reduction 
followed by the lead salt-ether separation there was obtained a small 
amount of liquid acids from the ether soluble lead salts. This acid had a low 
iodine number and was not further investigated. About 90% of the liquid 
acids after reduction was a solid reduced, acid which was pure stearic acid. 
From the iodine number of the liquid acids and the quantity of stearic 
acid which was obtained it may be concluded that oUic acid was the only 
unsaturated acid present. 

It is evident from the results obtained in the analysis of the neutral fat 
that its composition and component acids represent nothing of an tmusual 
character. The high Reichert-Meissl number indicated the presence 
of lower acids such as butyric acid. Indeed, the crude fatty acids {x>ssessed 
a decided odor resembling that of butyric acid but apparently the acid 
was lost during the separation of the mixed acid. The nature of the small 
amount of liquid acid isolated after catalytic hydrogenation of the crude 
liquid acids would deserve further study. These points should be kept in 
mind when a new investigation of the fat is made. 
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The question whether the cholesterol found in the unsaponifiable 
matter was derived from the medium or whether it was a metabolic 
product of the bacteria can only be decided after an examination has been 
made of the lipoids of lactobacillus grown on a sterol-free medium. 

The phosphatide of Lactobacillus acidophilus. 

The properties and composition of the phosphatide (130) differed de¬ 
cidedly from those of ordinary phosphatides. The phosphatide separated 
as a light brownish amorphous powder when its ethereal solution was 
stirred into cold acetone. The substance contained 1,42% of phosphorus 
and 1,21% of nitrogen and on hydrolysis with dilute sulfuric acid 54,9% 
of fatty acids were obtained. The water-soluble compounds consisted of 
glycerophosphoric acid, choline, and reducing sugars equivalent to 21% 
calculated as glucose. 

The fatty acids on separation by the lead salt-ether method gave 33% 
of solid acids and 58% of liquid acids. The solid fatty acids were separated 
by fractional distillation of the methyl esters into three principal fractions 
which consisted of palmitic, stearic and tetracosanoic acids. 

The liquid acids, iodine number 72,5, were hydrogenated and sub¬ 
jected to the lead salt-ether separation. The principal reduced solid acid 
consisted of stearic acid but a small amount of palmitic acid was also identi¬ 
fied. It is evident, therefore, that the unsaturated acids belonged to the 
C18 and Cje series. 

The reducing sugars present in the water-soluble fraction gave no 
pentose color reaction with orcinol but a red color was obtained with 
phloroglucinol and the ketose reaction was positive. No insoluble phenyl- 
hydrazone separated but when the solution was heated with phenyl- 
hydrazine hydrochloride and sodium acetate an excellent yield of glu- 
cosazone, m. p. with decomposition 208°, was obtained. The reactions 
indicated, therefore, the absence of pentose and mannose while the 
presence of galactose, glucose and a ketose was suggested. 

The presence of galactose was confirmed by the isolation of the sugar 
in crystalline form, m. p. 164-167°, [«]d = +82,3°.'The ^-methyl 
phenylhydrazone was prepared as colorless prismatic needles, m. p. with 
decomposition 192° and a mixed melting point gave no depression. The 
isolation of mucic acid after oxidation with nitric acid was an additional 
confirmation of galactose. 

On saponification of the phosphatide with alcoholic potassium hydro¬ 
xide the polysaccharide separated as an insoluble mass. The crude poly¬ 
saccharide was dissolved in water and the solution was mixed with an 
excess of lead acetate. The precipitate which formed was removed and 
discarded. The polysaccharide contained in the filtrate was isolated by 
means of basic lead acetate and ammonia. The lead salt was decomposed 
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with hydrogen sulfide and the filtrate from the lead sulfide was concen¬ 
trated in vacuo to a thick syrup which on trituration with absolute alcohol 
gave a nearly white amorphous powder in a yield of i6,8%. The substance 
was strongly acid in reaction and contained phosphorus but it gave no 
reduction with Fehling’s solution until it had been boiled for several 
minutes with dilute acid. 

The barium salt was prepared by neutralizing an aqueous solution 
of the substance with barium hydroxide. The salt was easily soluble in 
water but separated as a white amorphous powder on addition of alcohol. 
On analysis the salt was found to contain Ba 31,37 and P 6,6%. The 
ash-free polysaccharide should, therefore, contain 9,56% of phosphorus 
which corresponds very closely to the calculated value for a diphosphoric 
acid of a trisaccharide CigH2g0i8(P03H2)2. 

The phosphorus containing polysaccharide was dephosphorylated by 
heating in a sealed tube with 10% ammonia to 150-155' for 6 hours. After 
removing the phosphoric acid by means of barium hydroxide, the ammonia 
by concentration in vacuo, and the excess barium with sulfuric acid, the 
solution was concentrated to a syrup. By the careful addition of alcohol 
to the syrup colorless prismatic crystals were obtained, When heated in a 
capillary tube the crystals fused gradually between 160-170°, effervesced 
slightly at 188° but showed no further decomposition on heating to 250°. 
The substance was optically active and showed mutarotation. The imme¬ 
diate rotation was + 69°, after 15 minutes 4 60 , and after 40 minutes a 
constant value of -f 72^ was obtained. On drying in vacuo the crystals 
lost 3,75% in weight which corresponds to i molecule of water of crystalli¬ 
zation of a trisaccharide. On hydrolysis with 5% sulfuric acid the maximum 
reduction was attained in 2 hours and amounted to 90% calculated as 
glucos^. 

The polysaccharide associated with the Lactobacillus phosphatide is 
the most interesting material found in the lipoids of this organism. The 
properties of the poly.saccharide do not agree with any known trisaccharide 
but the cleavage products would indicate that it is an i.somer of raffinose. 


The Lipoids of Yeast. 

In view of the commercial and biological importance of yeast it is 
surprising that the literature contains only few reports on the composition 
of the li|X)ids. In fact no exhaustive study on this subject has been pu¬ 
blished. The presence of various saturated fatty acids such as butyric, 
lauric, palmitic, stearic, arachidic and tetracosanoic acids together with 
unsaturated Cjg and Cjg acids have been indicated in earlier investigations 
by Naegeli and Loew (jjj), Gerard and Darexy (132), Hins^erg and 
Roos (jjj), Neville [134), and Maclean and Thomas (135). The oc- 
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currence of an optically active yaleric acid in the fat has been claimed by 
Wkichherz and Merlander (136), and by Weiss (137). 

In connection with the studies on the lipoids of the acid-fast group 
and other bacteria it appeared of interest to examine by the same methods 
the lipoids of another unicellular organism such as yeast. Newman and 
Anderson (138) studied the compositibn of the acetone-soluble fat of 
commercial yeast, Saccharomyces cerevisiae, provided by The Fleischmann 
Lahofatories, New York. Extraction of the yeast with alcohol and ether 
gave 6,02% of total lipoids. The mixture was separated into acetone- 
soluble fat, acetone-insoluble fat, and phosphatide. 

The acetone-soluble fat gave on saponification 45, 6^0 of unsa|)oni- 
fiable matter, 47,4% of fatty acids and 5,Q% of glycerol. The unsaponi- 
fiable matter contained a small amount of sterols but the j)rincipal 
portion was a mixture of hydrocarbons which apparently had been in¬ 
troduced accidentally during the aeration of the yeast culture. The crude 
glycerol was purified by distillation in vacuo and identified by means 
of the tribenzoylderivative. The fatty acids after separation by means 
of the lead salt-ether method were found to consist of 18% of solid acids 
and 78% of liquid acids. 

The solid acids were converted into methyl esters and the esters were 
fractionated in a high vacuum until apparently pure fractions were ob¬ 
tained. The forerun was a small amount of low boiling ester, m. p. 19-20®, 
which on saponification gave an acid, m. p. 53,5-54,5^, mol. wt. by ti¬ 
tration 236. A mixed melting point with myristic acid gave a depression 
of 3,5®. This fraction was possibly a mixture of lauric and palmitic acids 
but the amount of acid was too small to permit of definite identification. 
The principal saturated acids were identified as palmitic and stearic acids. 
It was estimated that palmitic acid was present to the extent of 75% 
with 25% of stearic acid. No acid higher than stearic acid could be found. 

The liquid acids had an iodine number of 119 and after catalytic reduction 
the mixture was put through the lead salt-ether separation. The ether- 
soluble lead salts gave a small amount of a liquid acid with an iodine 
number of 52 and which could not be further reduced. No saturated 
liquid fatty acids similar to tuberculostearic acid or phthioic acid could 
be found. 

The reduced solid acids consisted of about 25% palmitic acid and 
75% of stearic acid. It is evident from the iodine number of the liquid 
acids that some of the unsaturated acids had more than i double bond. 

The yeast phosphatides. The presence in yeast of a substance similar 
to lecithin was indicated by the work of Hoppe-Seyler (jjp) who was 
able to isolate glycerophosphoric acid and choline from yeast lipoids. 
That cephalin was a part of the yeast phosphatide was indicated by the 
work of Koch (140), and by Austin (J41). The fatty acids of the yeast 
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phosphatide were investigated by Sedlmayer (142) and by Daubnev 
and Maclean (143) and it was found that palmitic and oleic acids re¬ 
presented the comf)onent fatty acids. 

The phosphatide isolated and analyzed by Newman and Ander¬ 
son {144) had the following composition: phosphorus 4* 22 and nitrogen 
1,78%. The ratio of amino nitrogen to total nitrogen indicated that the 
phosphatide contained i part of cephalin to 4 parts of lecithin. On hydro¬ 
lysis 66% of fatty acids were obtained. The water-soluble compounds, 
after being isolated and purified, were found to con.sist of glycerophos- 
phoric acid, choline and aminoethyl alcohol, that is, typical cleavage 
products of lecithin and cephalin. 

The fatty acids were separated by the lead salt-ether method and gave 
14% of solid acids and 84% of liquid acids. The solid acids on fractional 
distillation of their methyl esters were found to consist of about equal 
parts of palmitic acid and stearic acid. The liquid acids, iodine number 84,9, 
were reduced with hydrogen and platinum oxide, after which the lead 
sait-ether separation was repeated but no liquid saturated acids were 
found. The reduced solid acids on fractionation of the methyl esters were 
found to consist of a small amount of lauric acid together with about 
60% of palmitic acid and 40% of stearic acid. 

The yeast phosphatide was further investigated by Salisbury and 
Anderson (145). The yeast, Sac(:haromyces cerevisiae, used in this work 
w’as supplied by The Fleischmann Laboratories, New York, and had been 
grown under carefully controlled conditions and did not contain any 
extraneous impurities. Extraction with alcohol-ether gave 2,87% of total 
lipoids and the mixed phosphatides amounted to 58% of the total lipoids. 
The mixed phosphatides were separated into lecithin and cephalin accord¬ 
ing to the method of Levene and Rolf (146). 

The purified lecithin was a plastic mass of light yellow color. It con¬ 
tained phosphorus 4,47 and nitrogen 2,06% and it was practically free 
from amino nitrogen. The iodine number was 37,5 and [oc]d in CHCl, was 
-+*6,3°. On hydrolysis it gave 64% of fatty acids of which 14% were solid 
and 84% were liquid acids. The solid acids contained approximately 
43 % of palmitic acid and 57% of stearic acid. The liquid acids, iodine 
number 84,3, on catalytic reduction, were found to contain about 63% 
of palmitic acid and 37% of stearic acid together with a trace of some 
acid higher than stearic acid. No liquid saturated acids were found. 

The water-soluble cleavage products consisted of glycerophosphoric 
acid, a small amount of phosphoric acid and cheiine. The glycerophos¬ 
phoric acid was isolated and purified as the barium salt. The barium 
glycerophosphate showed a slight levorotation, [<x]d == and 

the method of Karrer and Salomon (J47) was found to contain 18% of 
/!-glycerophosphoric acid. The choline was isolated as choline chloro- 
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platinate in a yield of 92% and on analysis was found to possess the 
correct composition. 

The purified cephalin was a light brown colored h3^gioscopic powder. 
It contained phosphorus 3,81%, total nitrogen 1,46 and amino nitrogen 
1,50%. The iodine number was 39,4 and [«]d in CHCI3 was +3,6°. On 
hydrolysis it gave 64% of fatty acids of which 16% were solid and 84% 
were liquid acids. The solid acids were composed of 56% of stearic acid 
and 44% of palmitic acids. The liquid acids, iodine number 77,6, on 
catalytic reduction gave a mixture of solid reduced acids composed of 
42% of palmitic acid and 58% of stearic acid. A trace of some acid lower 
than palmitic acid was indicated. No liquid saturated fatty acids were found. 

The water soluble cleavage products contained glycerophosphoric 
acid, phosphoric acid and aminoethyl alcohol. The barium glycerophos¬ 
phate showed no optical activity but the Karrer and Salomon (147) 
test indicated that 9% of ^-glycerophosphoric acid was present. The 
aminoethyl alcohol was isolated as the picrolonate, yellow prismatic 
crystals, m. p. 223-225^. 

It is evident from the results obtained in our investigations that the 
yeast lipoids which we isolated from fresh living yeast cells consist of 
free fatty acids, neutral glycerides together with lecithin and cephalin. The 
importance of the phosphatides in the life and metabolism of yeast as in 
other unicellular organisms is reflected in the high percentage of those 
compounds, representing more than one-half of the total ether-soluble 
compounds. The fatty acids contain a small amount of saturated acids 
which are composed of palmitic and stearic acids and a large amount 
of unsaturated Cj® and Cjg acids. The yeast cells produce, therefore, a 
very simple mixture of fatty acids. 
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Recent Work on the Configuration and 
Electronic Structure of Molecules; with some 
Applications to Natural Products. 

By Linus Pauling, Pasadena. 

(With lo figures.) 

Introduction. 

In the first volume of the „Fortschritte“ there appeared an article 
by Kratky and Mark (75a) entitled ,,Anwendungphysikalischer Methoden 
zur Erforschung von Naturstoffen: Form und GroBe dispergierter Mole- 
kiile. Rontgenographie.'* Among other subjects, the authors discussed 
in detail the results of x-ray investigations of cellulose and proteins and 
other naturally-occurring substances. 

In addition to their direct application, physical methods of investiga¬ 
tion may be of indirect value in the study of natural products, in that 
structural information about simple substances may be used to develop 
la structural theory applicable to more complex substances. The present 
paper consists in the main of a review of recent work on the configuration 
of simple molecules, with an accompanying discussion of the electronic 
theory of valence; only brief reference is made to the application of the 
methods and results to natural products. 

It is now twenty-six years since the first crystal structure determina¬ 
tions were carried out, by W. H. Bragg and W. L. Bragg (jp, 20, 21), 
following the discovery by Laue (50) of the phenomenon of the diffraction 
of x-rays by crystals. During this period the experimental techniques 
and methods of interpretation have been extensively developed, until 
it is now possible to carry out the complete determination of the atomic 
arrangement in crystals of considerable complexity, such as organic 
substances ^containing a dozen atoms in the molecule, for example, an¬ 
thracene [Robertson (jjo)], diketopiperazine [Corey (29)], azobenzene 
[Robertson et al (78)], or even in very favorable cases as many as two 
score atoms (phthalocyanine [Robertson and Woodward (tjj)]). Despite 
vigorous attack by many investigators, however, the problem of determin¬ 
ing the exact atomic arrangement for a substance as complex as a protein 
by x-ray methods has not yet been solved. 
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Subsequent to the discovery of the waye properties of the electron {27, 
126, J3, Jj8) there was developed by Wierl (1J9) about ten years ago 
the technique of the diffraction of electrons as a method of determining 
the structure of molecules of gases and vapors. This method of structure 
determination has been greatly improved during the past few years (96, 97, 

J4, J2I, 40), and can now be applied to any substance which can be 
obtained in the vapor phase in concentration corresponding to a partial 
pressure of a few millimeters of mercury. The method has been tested by 
comparison with accurate spectroscopic values of interatomic distances 
for diatomic molecules, and the electron-diffraction values have been 
found to be reliable to within about 0,005 A for these molecules (96,125). 
In more complex molecules the values of interatomic distances determined 
by this method are estimated to be reliable to within 0,01 or 0,02 A in 
favorable cases. 

In addition to these two principal methods of determining the con- 
figurations of molecules and crystals, other methods have been used to 
some extent. Interatomic distances in many diatomic molecules have 
been evaluated from the rotational fine structure of molecular spectra 
with great accuracy to within 0,001 A or better. Spectroscopic methods 
have been applied successfully in a similar way to a few polyatomic 
molecules also, such as methane {43, 55), acetylene (62), ethylene {48,135), 
allene (48), and methyl acetylene {13, 63), but the extension of the spectro- 
.scopic method to more complex molecules involves many difficulties, 
which have as yet not been overcome. The diffraction of x-rays by gases 
and vapors has also been used to a limited extent (46, 35-39, 58, y2, 18, 
47, J07, 108 ); however, this technique is at present inferior in accuracy 
and apj)licability to the electron-diffraction method. Spectroscopic values 
of the vibrational frequencies of molecules may be interpreted to give 
approximate values of interatomic distances by the use of Badger's rule 
(ii, 12) or a similar rule (44, 45, jj6, IJ7). Measurements of thermo¬ 
dynamic quantities are also of occasional value in giving information 
about molecular configuration; thus Giauque and Kemp (51) have 
evaluated the product of the three principal moments of inertia of the 
nitrogen dioxide molecule from the determination of the entropy of the 
substance by the application of the third law of thermodynamics, and 
have interpreted this product in terms of the configuration of the molecule. 

By the application of these methods there has been collected a great 
body of detailed information about the arrangement of atoms in the 
molecules of organic substances. During the past few years it has been 
found possible to correlate the values of interatomic distances and bond 
angles in molecules with the chemical structure of the molecules, and to 
apply this correlation in the prediction of values of metrical quantities 
for substances which have not yet been subjected to x-ray or electron- 
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diffraction investigation. The correlation is based largely on the electronic 
theory of valence suggested originally by G. N. Lkwis {S4, i) and later 
greatly extended by the application of the theory of quantum mechanics. 
The most important of the extensions of the Lkwis theory is the concept 
of the resonance of molecules among two or more valence-bond structures. 

In the following sections of this review there are discussed first the 
modern electronic theory of valence as applied to molecules for which 
a single valence-bond structure can be .satisfactorily written; then inter¬ 
atomic distances and bond angles in non-resonating molecules; restricted 
rotation about single bonds; the distances of non-bonded contact of 
atoms; the electronic structure of resonating molecules, with the dis- 
cus.sion of examples, including the antluxyanidins; coj>lanarity of con¬ 
jugated systems; the effect of resonance on interatomic distance; and, 
as an application, the structure and isomerism of some carotenoids. 

The Electronic Theory of Valence for Non-resonating Molecules. 

In the nineteenth century the idea of the valence bond was conceived, 
and the convention was introduced of representing a bond by a line 
drawn between the symbols of the two bonded atoms. This .symbol 
expresses in a concise way many chemical facts, but it has only quali¬ 
tative significance with regard to molecular configuration and it carries 
no implications as to the nature of the bond. After the discovery of th(' 
electron numerous attempts were made to develop an electronic theory 
of the chemical bond. The idea of the sharing of electrons by atpms 
was discussed by W. Ramsay, J, J. Thomson, J. Stark, A. L. Parson, 
and others; G. N. Lewis (84) in 1916 then developed his theory of the 
formation of a chemical bond (a covalent bond) by the sharing of two 
electrons between two atoms. Lewis further emphasized the importance 
of the pairing of unshared electrons and the stability of the group of 
four electron pairs, shared or un.shared, about the lighter atoms. Both 
Lewis and Kossel (76) discussed the formation of ions by the transfer 
of electrons from atom to atom in order to complete stable electron shells, 
and the subsequent electrostatic attraction of the ions to form molecules 
and crystals containing ionic bonds. The Lewis theory was then developed 
further by many investigators, of whom Langmuir may be given especial 
mention {79, 80). Among the books in which the Lewis theory is dis¬ 
cussed there may be mentioned those of Lewis himself (i), Sidgwick ( 3 , 4 ), 
and Pauling (2), 

The noble gas helium, has a stable shell (called the K-shell) of two 
electrons. Other very light atoms strive to achieve a similar electronic 
configuration; thus the substance lithium hydride consists essentially 
of lithium cations Li:+ and hydrogen anions 11 :“, with structures similar 
to those of the helium atom He:. The Lewis structure for the hydrogen 
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molecule Hg is H : H, corresponding to the valencc-bond formula H—H. 
Here tlic two electrons may be considered to do double duty by com¬ 
pleting tile K-shell for each of the two hydrogen atoms. 

Before 1927 the nature of this covalent bond formed by the sharing 
of a pair of electrons between two atoms was not known. In that year it 
was shown by Hkitler and London (60) that the theory of quantum 
mechanics predicts that two hydrogen atoms should combine to form a 
molecule by sharing their ek‘ctrons, and now we have a complete under¬ 
standing of the nature of the covalent bond in terms of fundamental 
concepts of atomic structure. A refined quantum-mechanical calculation 
of the structure of the hydrogen molecule has been carried out by James 
and CooLlDGE (yi), leading to theoretical values of the properties of 
molecular hydrogen in close agreement with experiment. 

The neon atom, with ten electrons, has two completed electron shells, 
the K-shell, with two electrons, and the L-shell, with ten electrons. Its 

structure is represented by Lewis as : Ne :, only the outer electrons being 
indicated. The atoms sodium and fluorine tend to lose and gain electrons 
to achieve the neon structure, shown by the sodium cation : Na and 

the fluorine anion : F Similarly two fluorine atoms in the molecule 
can achieve this structure by sharing one pair of electrons; the electronic 
formula : F : F : corresponds to the valence-bond formula F —F. Electronic 
structures and valence-bond structures for representative molecules are 
given below: 


H H 

1 1 


H H 

H—C—C- 

H 

H : C : ( 

C:H 

1 1 

H H 


H H 

H 

\ / 

C=C 
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H 

C 

/ 

H 

H 

H 
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According to the octet rule of Lewis light atoms can be surrounded by 
a maximum of four outer electron pairs, shared or unshared. It has been 
found that this rule is given rigorously by the quantum mechanics for 
atoms of the first row of the periodic table (C, N, O), but that it need not 
hold in all cases for heavier atoms (go). Thus quinquevalent nitrogen 

I / 

cannot be represented as —N\, with five covalent bonds, but only as 

1+ ' 

——, with four covalent bonds and one ionic bond. On the other 

I 

hand a heavier atom, phosphorus, can form five covalent bonds: 
in phosphorus pcntachloridc all five chlorine atoms are attached 
to the phosphorus atom by covalent bonds, corresponding to the 
structure 

Cl 

1 / 

Cl—P 

l"\l 

Cl 

The configuration of the molecule is that of a trigonal bi-pyra- 
mid (116, 120). 

Interatomic Distances and Bond Angles in Non-resonating 
Organic Molecules. 

There have been made in the past few years many careful structural 
studies of organic molecules by both the x-ray examination of molecular 
crystals and the electron-diffraction investigation of gases and vapors. 
The results can be described in terms of bond distances and bond angles. 
It is convenient to distinguish between molecules to which a single 
valence-bond structure can be satisfactorily assigned (non-resonating 
molecules) and those for which this can not be done (resonating 
molecules). 

The results of many reliable bond-distance measurements for non¬ 
resonating organic molecules are given in Table i (p. 208). The bonds 
C—C, C=C, C-C, C—N, C N, C—O, C= 0 , C—Cl, C—Br, C—S, 
and C—H are included in the table; data are also available for other 
bonds. The values are given the probable errors estimated by the 
investigators or, in some cases, by the reviewer. Reported values with 
estimated probable errors greater than 0,03 A have not been included 
in the table. 

There is excellent agreement among the various values reported for a 
given bond distance; for C—Cl, for example, the ten values reported 
range from 1,75 A to 1,77 A. 
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Table i. Bond Distances in Non>resonating Organic 
Molecules. 


C—C bond distance: 



Diamond . 

*»542 i 0,001 A 

(5) 

Ethane ... 

1.55 ± 0.03 .. 

m 

Propane . 

1.54 ± 0.02 ,, 

( 9 «) 

Isobutane. 

1.54 ± 0>02 ,, 

m 

Neopentane. 

1.54 ± 0,02 

{9S) 

Cyclopropane. 

1.53 ± 0.03 

i 9 S) 

Cyclopentane. 

1,52 ± 0,03 

( 9 S) 

Cyclohexane. 

J.53 ± 0.03 .. 

( 9 «) 

Tetramethylethylene. 

..54 ±0.02 .. 

( 9 S) 

Mesitylene. 

1.54 ± 0,01 ,, 

m 

Hexamethylbenzene. 

1.54 ± 0,01 

(9S) 


1.53 ± 0.02 ,, 

(112) 

C=C: 




( I. 33 I ± 0.005 .. 

(13s) 

Ethylene. 

j 1.325 ± 0,005 .. 

( 4 «) 


1 1.34 ± 0,02 ,, 

m 

Allene. 

( 1.330 ± 0.005 .. 

{4S) 

11.34 ± 0,02 „ 

(9*) 

C-C: 



Acetylene. 

1,204 i 0.002 

(62) 

Methylacetylene. 

1,20 i 0,03 ,, 

(102) 

Diacetylene. 

1.19 it 0,03 

(102) 

Dimethyldiacetylene . 

1,20 i 0,02 ,, 

(102) 

C—N; 



Trimethylamine . 

1,47 J:: 0,02 ,, 

(25) 

Hexamethylene tetramine.... 

1.47 =fc 0,02 ,, 

( 59 ) 

C--N: 



Hydrogen cyanide. 

i.i54± 0,002 „ 

(64) 

Cyanogen . 

1,16 i 0.02 ,. 

(102) 

Methyl cyanide. 

1,16 ± 0,03 „ 

(102, 24) 

C-~ 0 ; 



Dimethyl ether. 

1,42 ± 0.03 ,, 

(133) 

Methyl alcohol. 

1.41 ± 0,02 „ 

(iH) 

teft. Butyl alcohol. 

1,42 i 0,02 „ 

(129) 

Paraldehyde. 

1.43 ± 0,02 „ 

(27a) 

C= 0 : 



Formaldehyde. 

1,21 i 0,01 „ 

(232) 

Acetaldehyde. 

1,22 ± 0,02 „ 

(130) 

GlyoxaP. 

1,20 i.0,02 ,, 

( 36 ) 


^ The conjugation of the double bonds in glyoxal presumably has little effect 
on the C—O distance. 
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~C 1 : 

Methyl chloride ... 
Methylene chloride. 
Chloroform. 


Carbon tetrachloride 


Ethyl chloride. 

Isopropyl chloride. 

tert. Butyl chloride. 

Methyl chloroform. 

Ethylene chloride. 

Ethylene chlorobromide 


1,77 ± 0,02 
i»77 d: 0,02 
i »77 dz 0.02 
1,760 2b 0,005 
. 1.755 ± 0,005 

1.76 dr 0,02 
*.75 ± 0.03 

1.76 ± 0,03 
1,70 d: 0,02 

1.76 dr 0,02 
1.75 lir 0,02 


--Br; 

Methylene bromide. 1.91 d; 0,02 

Carbon tetrabromide. 1,91 dr 0,02 

Ethyl bromide. 1,91 dz 0,02 

Isopropyl bromide. 1,91 dr 0,03 

tert. Butyl bromide. 1,92 dr 0,03 

Ethylene bromide . 1,91 d: 0,02 


Ethylene chlorobromide 
C—S: 

Dimethyl sulfide. 

Dimethyl disulfide. 


-H: 

Methane 


1.90 di 0,02 

1,82 dr 0,03 
1.78 d 0.03 

1.093 dr 0,003 


Ethylene. f 1.087 i 0,005 

I I 1.085 dz 0,005 


Ailene. 

Acetylene. 

Hydrogen cyanide 
Benzene .!. 


1.087 d: 0,005 
1.057 dr 0,002 
1.057 ± 0,002 
1,090 d: 0,005 


{133) 
(*33.97) 

{‘ 33 . 97 ) 
{96) 

( 97 ) 

(x6) 

(. 6 ) 

(X5) 

(i6) 

(Z 4 ) 

(X7) 


(55) 

( 4 «) 

I (X35) 
I { 4 S) 

I (62) 

{64) 

{48) 


Table 2. Best Experimental Values of Some Important 
Interatomic Distances. 

C—C. 

C=C. 

C C. 

C-~N 

C=:^N 

c~o 
c==o 


N=N 

N:==N 


Table 2 contains the best experimental values of the bond 
interatomic distances. It is seen on examining these values that they 

Fortichzitte d. Cbem. org. Natuxst. 111. X 4 
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satisfy with ^^(kkI approximation an additivity relation; thus the C^N 
value, 1,154 A, is very close to 1,149 A, the mean of the values for feC, 
1,204 A, and Ns=N, 1.09J A. ft is accordingly possible to assign single¬ 
bond, double-bond, and triple-bond covalent radii to the elements, such 
that the sum of two radii is equal to the corresponding interatomic 
distam e. These covalent radii are contained in Tabic j. 


Tabic 3. Covalent Radii of Atoms. 



C 

N 

0 

F 


SingU* bond. 

Double boiul . 

Triple Inmii .. 

0,771 A 
0.065 .. 
0,602 

0,70 A 
0,60 ,, 

0,55 .. 

0,05 A 

0.55 .. 

0,50 ,, 

0,64 A 

0.54 .. 



Si 

p 

s 

Cl 


Single boml. 

Double bond . 

Triple l>ond . 

1,17 A i 
1.07 

1.00 

1,10 A 
1,00 ,, 

0,93 .. 

1,04 A 
0.94 ,, 

o,(>o A 

0,89 



(ic 

As 

Se 

Br 


Single bond. 

1,22 A 

1,21 A 

1,17 A 

1,14 A 



Sn 

Sb 

Tc 

1 

H 

Single bond. 

1,40 A 

1.41 A 

1.37 A 

>.33 A 

0.30 A 


The history of the development of tables of atomic radii extends 
over a period of about twenty years. Shortly after the formulation by 
W. L.^Bragg (j2) in 1920 of a rough set of radii for use in crystals of 
all types, it was recognized that the effective radius of an atom depends 
on the nature of the bonds which it forms with adjacent atoms; and be¬ 
tween 1920 and 1927 a complete set of values of ionic radii, for use in 
ionic molecules and crystals, was developed by Landi^, Wasastjerna, 
Goldschmidt, and Pauling. In 1926 Hu(;gins (68) published a set of 
atomic radii for use in crystals containing covalent bonds. V. M. Gold¬ 
schmidt in the same year published values of atomic radii obtained from 
metals as well as from covalent non-metallic crystals (56); more recently 
he has collected these and additional values into a table of radii for use 
in metals and intermetallic compounds (57). A survey of the interatomic- 
distance values for covalent crystals was then made by Pauling and 
Huggins (joo), leading to the formulation of tables of tetrahedral radii, 
octahedral radii, and square radii, and by making small changes in the 
values of some of the tetrahedral radii, as indicated by the data available 
at that time for a few non-resonating covalent molecules, values of the 
single-bond covalent radii differing only a little from those in Table 3 
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were obtained. Values of some covalent radii were suggested also by 
SiDGWiCK and Bowen (ij8 ). A revised table of covalent radii was then 
published by Pauling (2); Table 3 reproduces this table, except for a 
few small changes. 

The classical postulate of the tetrahedral carbon atom requires that 
the four bonds of the atom be directed toward the comers of a tetrahedron, 
which, however, need not be a regular tetrahedron; the bond angles 
need not adhere rigorously to the value 109° 28' in order that such 
stereochemical phenomena as optical activity be accounted for. It is 
indicated by quantum-mechanical considerations (pj), however, that the 
stable bond angles of the carbon atom should be very close to the regular 
tetrahedral value 109° 28', and this prediction is verified by experiment. 
After the first structural investigations (electric dipole moment measure¬ 
ments, x-ray diffraction) of methylene chloride were made, the Cl—C—Cl 
bond angle was reported {18) to have the value 125°; but later careful 
electron-diffraction studies were made which gave the value 112° ±2° 
for this angle. Values very close to 109'' 28' for bond angles of the carbon 
atom have been reported for many molecules; thus the C—C—C bond 
angle in propane is iii°3o' ±2°, the C—C—Cl bond angles in ethyl 
chloride, isopropyl chloride, and tert. butyl chloride are iii° 30' ±2°, 
109'' ± 3°, and 107*^ ± 2"*, respectively, and the C—C—Br bond angles 
in the corresponding bromides are 109® ±2®, 109"^ 30' ±3°, and 
107° 30' ± 2"^ (15,16). With very few exceptions the reported values 
for carbon bond angles differ from 109® 28' by less than 2°. 

The picture of the carbon atom as a regular tetrahedron holds satis¬ 
factorily for unsaturated molecules also; the value for the C=C—^C bond 
angle in both isobutene and tetramethylethylene is 124^20' ±1° {g8), 
which is very close to the value 125° 16' corresponding to undistorted 
tetrahedral carbon atoms. Somewhat smaller values between single and 
double bonds (120° to 122°) are found in ethylene, formaldehyde, and 
acetaldehyde (48,135* ^30,131)- 

It is predicted from quantum-mechanical theory [Slater {i2y), 
Pauling (pj)] that atoms with unshared electron pairs, such as nitrogen, 
oxygen, and sulfur, should form bonds at angles somewhere between 90® 
and 109® 28'. The experimental bond-angle values for nitrogen and 
oxygen are only a few degrees from tetrahedral; a few examples are H, 0 , 
105®; (CH3)20, no®; NHs, 108®; N(CH3)3, 108®. For sulfur values near 
103® are reported; Sg, 100® to 106®; S2(CH,)2, 107®; SCI*, 103®, the value 
for HgS, 92®, being smaller. The heavier atoms arsenic, antimony, selenium, 
and tellurium show somewhat smaller values, from 95® to 100®. 

In some molecules the geometry of three-dimensional space causes 
laige deviations from the normal values of the bond angles; thus in 
cyclt^ropane the C—C—C bond angles are 60®. This is well known to 
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be accompanied by strain, causing the molecule to be less stable than 
for an unstrained configuration. The strain energy is indicated l)y tlu rmo- 
chemical data to amount to about 24 kcal./mole for cyclopropam*. 

Restricted Rotation about Single Bonds. 

From the physical point of view the configuration of a molecule such 
as 1,2-dichloroethane is not completely determined by the specification 
of the values of the bond lengths and bond angles; in addition the azimuthal 
orientation of the groups connected by the carbon-carbon single bond 
must be specified. It was for many years supposed, because of the failure 
to separate isomers corresponding to different orientations of groups 
about a single bond, that complete freedom of rotation alKmt single bonds 
obtains; but evidence has been collected during the past two xears 
showing that this conclusion is not correct. Kemp and Pitzer (74) 
showed that the value of the entropy of ethane indicates very strongly 
that as the two methyl groups are rotated about the single carbon-carbon 
bond relative to one another the potential energy of the molecule changes 
by about 3000 cal./mole, the potential function having three maxima 
and three minima in a complete rotation, corresponding to the trigonal 
symmetry of the methyl groups. Further evidence supporting tins 
restriction of rotation has been reported by Kistiakowskv, Lach1:k 
and Stitt (75), who find from heat-capacity data the value 2750 cal./mole 
for the height of the |X)tential barrier. A similar barrier of height about 
3300 cal./mole has been found by Kemp and Egan (73) for propane, 
and the values 3860 cal./mole for isobutane and 4200 cal./mole for tetra- 
methylmethanc have been reported by Pitzer (/09), all from entropy 
measufements. 

Although the thermodynamic measurements and spectroscopic 
data {132) for ethane do not permit the decision to be made as to whether 
the stable configuration of the molecule is that for which there is a plane 
of symmetry between the methyl groups (point group or is the 
staggered configuration (point group D^^), there is strong indirect evidence 
for the staggered configuration. Thus in many crystals which contain 
hydrocarbon chains these chains have been found by x-ray examination 
to have, an extended zig-zag configuration, corresponding to the staggered 
configuration for ethane. Dr. V. Schomaker (unpublished work) has 
also pointed out that the variation of values of heats of hydrogenation 
of unsaturated cyclic hydrocarbons can be interpreted in a convincing 
manner if it be assumed that the zig-zag configuration is stable. For 
example, the cyclopentahe molecule, which is coplanar, with bond angles 
108®, is made less stable than cyclohexane, with the staggered configura¬ 
tion, by an amount of energy equal to the height of the potential barrier 
per methylene group. 




Configuration and Electronic Structure of Molecules 


213 


Electron-diffraction stu¬ 
dies of 1,2-dichloroethane 
(14), 1,2-dibromoethane (77), 
1,2-chlorobromoethane (77), 
and racemic and meso 2,3-di- 
bromobutane (72 j) have been 
made, and it has been found 
that for all of these molecules 
there is restricted rotation 
about the carbon-carbon 
single bond, the stable orien¬ 
tation in each molecule being 
that in which the two halogen 
atoms are on opposite sides 
of the carbon-carbon axis. 

The Distances of Non- 
bonded Contact of Atoms. 

The molecules in a crystal 



Fig. I. Packing drawing for glycine showing a portion of 
one layo’ of molecules in the crystal. 'I'be atoms and groups 
are represented by circles with radii equal to the VAN DBE 
Waals radii given in Table 4 (p. 214).' Distances between 
NH, and O are detei mined by hydrogen bonds (shown as 
double dashed lines). Contacts between methylene groups 
and other groups are van DIR Waals contacts [ALBRECHT 
and CoRBV (7)]- 


are attracted toward one another by van der Waals attractive forces 


and repelled by repulsive forces which are set up when the outer parts 


of the electronic structures of 
the atoms begin to interpene¬ 
trate; that is, when the atoms 
come into contact. Equilibrium 
between the van der Waals 
attractive forces and the re¬ 
pulsive forces between atoms 
which are not bonded together 
occurs at interatomic distances 
which are much larger than 
covalent bond distances; thus 
the smallest interatomic di¬ 
stances between molecules are 
greater than the smallest inter¬ 
atomic distances within mole¬ 
cules, as shown in Figures i 
and 2 for glycine [Albrecht 
and Corey (7)]. 



K 4-1 


It is found (67, 69, 87, Jig, 2) 
that the distances of non-bonded 


Fig. 2. A packing drawing of glycine viewed along 
the C'axis of the crystal [ALBRECHT and COBBT (7)]. 


contacts can be represented as the sums of non-bonded or van der 
Waals radii of atoms, as given in Table 4 (p. 214). 
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Table 4. VanderWaals Radii of Atoms* 


N 1,5 A 

H 1.0 to 1,2 A 

0 1,40 A 

! F 1.35 A 

P 1,9.. 

S 1.85,, 

Cl 1,80 „ 

As 2,0 .. 

Se 2,00 

Br 1,95 .. 

Sb 2,2 ,, 

Te 2,20 

I 2,15 


Radius of methyl group and methylene group, 2.0 A. 
Half*thickness of aromatic molecule, 1,85 A. 


Thus in the molecular crystal i, 2,3,4,5,6-hexachlarocyclohexane (42) 
the observed intermolecular chlorine-chlorine distances are 3,60, 3,77, 
and 3,82 A, which are close to the value 3,60 A given by Table 4. The 
contact distances are CH,—CH2=3,96 A, CHj—0=3,32, 3,33 A, CH*— 
—N=3,55, 3,69 A in diketopiperazine [Corey (29)] and CHj—CH2= 
=4,05 A, CH2—0=3,38, 3,52 A in glycine [Albrecht and Corey (7)]. 

Contact distances between electronegative atoms are less than ex¬ 
pected because of the formationr of hydrogen bonds [(2), Chap, IX]. 
The O—H*'‘0 hydrogen bond distance is about 2,65 A (2,5 to 2,8 A) 
and the N—H*''0 distance about 2,85 A (2,7 to 3,0 A). 

The VAN DER Waals radii of atoms may be used in predicting whether 
or not the configuration of a molecule will be influenced by atomic con¬ 
tacts. It is well known that in the biphenyls with ortho substituents, 
for example, steric interactions of the substituent groups prevent easy 
rotation about the phenyl-phenyl bond, and permit the isolation of 
optical isomers. 


The Structure of Resonating Molecules. 


There are many substances whose properties cannot be represented 
satisfactorily by a single valence-bond structure. Thus for benzene the 
best valence-bond structure. 






involves double bonds whose properties (unsaturation) as shown by the 
olefines are not retained in benzene, and, moreover, there are two equi¬ 
valent structures. 



between which a choice is impossible. It was recognized less than a decade 
ago that the theory of quantum mechanics provides the solution to the 
problem of the structure of the molecules of these substances: when an 
nnambiguims assignment of a single vdlence-hond structure to a molecule 
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cannot he made, the actual normal state of the molecule is not represented hx 
any one oj the alternative reasonable structures, but can he represented hy a 
combination of them, the extents to which the different stnicturt*s contri¬ 
bute being determined by tlieir nature and stability. The molecule is 
then described as resonating among the several valence-l)ond structures. 
In its normal state the benzene molecule can lx* represented by the symbol 



rcjrresponding to resonance between the two Kkkulk structures. 

Early work on cjnan turn-rnechanical resonance of molecules, by 
Slatkr, HI'CKEL, and Pacli.vc; and collaborators, is contained in referen¬ 
ces {i2y, 66, 6y, gi, g2, gj, jot, and loj). Earlier chemical tlK'ories bearing 
many points of resemblance to the theory of resonance were developed 
by Thielk ( 134 ), Arndt (9, 10), Robinson ( 8 ), iNfiOLD (70), and other 
chemists during the first quarter of the twentieth century, but the 
clarification of the phenomenon and its precise sixjcification, including 
the recognition of su('h important features as the existence of resonance 
energy, were results of the progress of theoretical physics after the year 

1925- 

It is necessary to distinguish clearly between resonance (or nieso- 
mcTism, as it is called by Ingold) and tautomer ism. A tautomeric sub¬ 
stance consists of molecules of two (or more) different kinds; that is, 
with different configurations and prop)erties. The molecules of a resonating 
substance such as benzene, on the other hand, are all alike. Their con¬ 
figuration and properties are not those corresponding to any one of the 
valence-bond structures among which resonance occurs, but rather to 
an average of all of them, with consideration also of the effects of the 
resonance itself. 

The most important effect of resonance itself is an energetic effect: 
resonance stabilizes the molecule. The benzene molecule is more stable by 
about 37000 cal./mole than it would be if it had either Kekule structure 
alone [Pauling and Wheland (/oj)]. This great stabilization changes 
its chemical properties greatly, removing from its double bonds most of 
the properties of unsaturation shown by substances containing non¬ 
resonating (isolated) double bonds. For further discussion of resonance 
energy see Pauling and Sherman (joi) and Pauling (2). 

Resonance and Molecular Configuration. 

One of the most satisfying aspects of the resonance theory is that it 
permits predictions to be made regarding the properties of resonating 
molecules by use of information about noa-resonating molecules. This 
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can be illustrated by the discussion of the configuration of resonating 
molecules. 

The Kekul^ structures for benzene: 



give each bond one-half double-bond character. The stereochemical 
property of coplanarity of bonds adjacent to a double bond accordingly 
applies to each of the carbon-carbon bonds of benzene, and the entire 
molecule must hence have a coplanar configuration. This is verified by 
experiment not only for benzene but also tor naphthalene (JJI), and an¬ 
thracene (no), and it must hold for all other polynuclear aromatic hydro¬ 
carbons also. 

The principal resonating structures for naphthalene are ( 1 ), (II), and.(III). 


1 



ty 

4 

4 

i 1 1 

4 

(1) 

(ii) 

(III) 


It will be observed that (assuming equal weights for the three) the 
1,2 bonds are given two-thirds double-bond character and the 2,3 bonds 
only one-third double-bond character. This causes the i and 2 positions 
to be connected much more strongly than the 2 and 3 positions, and 
provides the explanation for the numerous experiments on coupling 
reactions which have been erroneously interpreted [Fieser (^9)] as 
showing that naphthalene is to be represented by structure I alone. 
Similarly anthracene resonates among the structures (I) to (IV), 


1 



4 

(III) 






2 

3 


(II) 


4 

(IV) 


which give three-quarters and one-quarter double-bond character to 
the 1,2 and 2,3 bonds, respectively. 

For phenanthrene resonance occurs among five important , structures, 
(I) to (V). This gives to 
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the 9,10 bond four-fifths double^bond character, which accounts for the 
reactivity of the 9, 10 positions. 

Coplanarity has been verified for heterocyclic conjugated molecules 
also, including pyridine and pyrazine (122) and phthalocyanine (jjj) 
[see the article by Kratky and Mark (75a) for a discussion of the x-ray 
work on phthalocyanine]. Although rigorous experimental verification is not 
yet at hand, it can be predicted with confidence that the porphin nucleus is 
also coplanar. Here resonance occurs among a large number of structures, 
of the type of (I), giving each bond nearly one-half double-bond character: 



Coplanarity is expected also for many other molecules; we may take 
uric acid as an example. In addition to the customarily-written struc¬ 
ture (I), many other valence-bond structures enter into the resonance 
structure of this molecule. A few of these are shown (II), (III), (IV), 
with the unshared electron pairs indicated for the sake of clarity. It is 
seen that the type of 



(1) 
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HN—C— 


: O-C C-NH 




HN=€ 

\ 

: <J : “ 
(III) 


HN— 

• C>^C 


+ 



C—NH 



: 0 : - 
(IV) 


resonance represented here is that present in amides, 

NH, NH, 

/ * / * 

R—C . R—C 

% \ 

O: :0:“ 

Structure (II) shows how double-bond character is obtained for the 7,8 bond, 
and structure (IV) for the 6,7 bond; similar structures can be written for the 
8,9 and 5,9 bonds also, as well as for the C—N bonds in the six-ring. Struc¬ 
ture (III) is a KEKULE-like structure; this and its companion enter into 
Kekule resonance, making the six-ring similar to the benzene ring. 


The Structure of the Anthocyanidins. 

As another illustration of the use of the concept of resonance in 
clarifying structural problems a discussion of the anthocyanidins and 
related substances may be given. The anthocyanidins are substituted 
2-phenyl-benzopyrylium chlorides; there have been several alternative 
structures suggested for benzopyrylium chloride and its derivatives, 
differihg in the point of attachment of the chlorine atom, or rather, since 
the bond to chlorine is ionic, in the location of the positive charge in the 
benzopyrylium cation. [References to the literature are given in the 
review by Hill (65),] 

The structure usually assumed is an oxonium structure (I), the oxygen 
atom being quadrivalent, as the result of the formation of a single and a 
double bond with adjacent carbon atoms and the assumption of a positive 
charge (that is, the formation of an ionic bond with the associated anion). 
In addition various carbonium structures have been suggested, includ¬ 
ing (II), (III), and (V), in which the positive charge is on carbon atoms 2,4, 
and 7, respectively. Each of these alternative structures is given some 
support by certain reactions which the substances undergo. 

The resonance theory resolves the situation by saying that no one of 
these structures is to be assigned to the benzopyrylium nucleus; instead 
its normal state corresponds to resonance among them all (with smaller 
contributions also from other less stable structures, with the positive 
charge on carbon atoms 3, 6, 8, and 10). 
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The contributions of the various oxonium and carbonium structures 
to the normal state are not equal. It is seen that three stable oxonium 
structures, each with five double bonds (la), (lb), (Ic), can be written, 
whereas only two (IIa), (II b) can be written for the carbonium structure 
involving carbon atom 2, two for carbon atom 4, and one each for the 
others. Consequently the oxonium structure is the most important, 
and can be expected to exert the greatest influence in determining the pro¬ 
perties of the benzopyrylium salts. The carbonium structures involving 
atoms 2 and 4 aire next in importance, with only a subsidiary r 61 e played 
by the other carbonium structures. 


+ 
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V/W 
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+ 
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+ 

(IHb) 

O; 

/\/\ 

UJ 

+ 

(VI) 
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l’'or the 2-phcnylbenzopyryIium ion the resonance involves the 
structures (VII), (VIII), and (IX) as well as (I) to (VI), and for the antho- 
eyanidins the structures (X), (XI), and (XII); this makes the hydroxyl oxy¬ 
gen atoms ])()sitive, and increases the acid strength of these phenolic groups. 

It has been shown by the development of a quantum-mechanical 
theory of color (95) that this resonance of positive charge from atom to 
atom in the molecule is responsible for the depth and intensity f)f color 
not onl\’ in the anthocyanins but in dyes in general. 

Coplanarity of Conjugated Systems. 

A conjugated dient‘ can be represented by the resonance formula 

+ — T7- + 

C—C~ C -C. C—Ct=rC—c. 

The contribution of th(' structures other than the first has been shown by 
interatomic-distance measurements (122) and theoretical calculations to 

be about 20^^; hence the 
2,3 bond has about 20% double¬ 
bond character. This tends to 
keep adjacent bonds coplanar: 
conjugated systems hence strive 
to he completely coplanar. 
Complete coplanarity has 
been verified for stilbene (114), 
trans-azobenzene (7S), and 
some other conjugated mole¬ 
cules. Because the amount of 
double-bond character of the 
conjugated “single" bond is 
small, however, the forces which strive toward coplanarity are not very 
strong, and may be rather easily overcome by steric, effects. This is 
illustrated by Figure 3, showing a molecule of cis-azohenzene drawn to 
scale, with use of 1,0 A as the van der Waals radius of hydrogen. It is 
seen that contact of the ortho hydrogen atoms of the two rings prevents 
the molecule from assuming the coplanar configuration, and it has in 
fact been found by x-ray examination {78) that each of the phenyl groups 
is rotated through about 50° out of the coplanar orientation. A similar 
non-coplanar configuration is found for o-diphenylbenzene (28), 

A similar scale drawing of i.^.ytriphenylbenzene. Figure 4, shows 
that there is some steric repulsion between hydrogen atoms in this molecule 
(drawn with non-bonded radius 1,0 A); the same amount is expected for 
biphenyl (Figure 5). It can not be predicted that this repulsion would 
be strong enough to overcome the tendency toward coplanarity resulting 
from conjugation, and the available empirical information is conflicting: 



Kig. 3. A scale drawing of cis-azobentene, assunting coplan¬ 
arity. The hydrogen atoms are shown with VAX I>KR WaalS 

0 

radius i,oA. It is seen that steric hindrance forces the 
phenyl groups out of the coplanar orientation. 
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Fig. 4. Scale drawing of i,3,5*tnpbc‘iiylbt‘nztne, showing that sierit. inttTactions of hvdrogcn atoms iciul 
to force the phenyl groups out of the coplanar orientation favored by conjugation. 


triphenylbenz-cne is reported from x-ray study to be non-coplanar (^5). 
whereas older studies of l)i})hcn3d {41) and p-diplicnylbenzene {106) have 
led to coplanar structures. 

Another type of conjugation 
which is of significance to mole¬ 
cular configuration is that of a 
double bond or benzene ring 
with an unshared electron pair 
of an adjacent atom. The normal 
state of the phenol molecule, 
for example, involves reso¬ 
nance of the customary struc ^ scale drawing of bipJiouyl, showing steric repulsion 

tures (I) and, (II) with other of hydr^gm atoms. 

structures (III), (IV), and (V). 

This resonance is responsible for the characteristic differences in properties 
of phenols and saturated alcohols; thus the increased acid strengths ot 


;0—H :0—H ()-H O—H 



(1) UI) (III) (IV) {V) 
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phenols are due to the positive charge of the oxygen atom for struc- 
tures (III) to (V), which repels the proton. The decreased basic strength 
of aniline as compared with aliphatic amines is similarly explained. 

The double-bond character given the C—O bond by this respnance 
causes the entire molecule to be coplanar. It is hence to be expected 
that a substance such as o-chlorophenol should exist in two isomeric 
forms. A and B, which may be called cis and trans. These have never 
O—H H—O 


I Cl 


o-Chlorophcnol (cis). 



o-Chlorophenol (trans). 


been separated, presumably, because their interconversion is very rapid, 
but it has been shown [Pauling (94)] that the work of Wulf and his 
collaborators (140) provides strong sjjectroscopic evidence for their 
existence. 


The Effect of Resonance on Interatomic Distances. 

It was pointed out in 1932 by Pauling (pj) that the interatomic 
distance corresponding to resonance between a single bond and a double 
bond or a double bond and a triple bond lies close to the value correspond¬ 
ing to the stronger of the bonds involved in the resonance; thus in benzene, 
with Kekul^: resonance giving each bond 50% single-bond character 
and 50% double-bond character, the carbon-carbon distance, 1,39 A (122), 
is closer to the double-bond distance, 1,33 A, than to the single-bond 
distance, 1,54 A- ’ An empirical relation connecting bond character with 
interajtomic distance was proposed by Pauling, Brogkway, and Beach (99) 
arid revised by Pauling and Brockway (9^). (In the following discussion 
we shall make a further small revision, using 1,33 A for C=C in place 
of the value 1,34 A used by Pauling and Brockway.) 

In the graphite crystal there are layers of carbon atoms, each with 
three near neighbors, to which it is bonded. Each carbon atom can form. 
one double bond and two single bonds; the layer accordingly resonates 
among many structures of the type of: 
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This resonance gives each l>ond two-thirds single-bond character and one- 
third double-bond character. The observed interatomic distance is 1,42 A. 
With this point, the lx;nzenc point 1,39 A, and the pure single-bond and 
double-bond points 1,54 and 1,33 A, rcsjxictively, wc can draw an empirical 
curve connecting bond type and interatomic distance, as shown in Figure 6. 

This can be applied directly to determine the type of carbon-carbon 
bonds from measured values of interatomic distances. The measurements 
of lengths of single bonds in conjugated systems rejwrted in Table 5 (p. 224) 
have thus been interpreted {102) as showing that a single bond between 
two double bonds or benzene rings has 
about 20% double-bond character, 
a single bond between a benzene 
ring and a triple bond about 30%, 
and a single bond between two triple 
bonds about 40%. In this calcula¬ 
tion correction is made for the direct 
effect of a triple bond on an adjacent 
single bond, as shown in Table 5 for 
methylacetylene and related substan¬ 
ces ; the nature of this effect has been 
discussed by Pauling, Springall 
and Palmer {102). 

In a series of papers {81, 83,104, 

30, 103, 31, 32, 82) Lennard-Jones, 

Penney and Coulson have made 
quantum-mechanical calculations of 
the expected interatomic distances in aromatic and conjugated molecules. 
Their values, which are based on the empirical values for pure single 
and double bonds, agree excellently with the experimental values reported 
in Table 5. In addition predictions have been made regarding long 
conjugated chains; for octatetraene the predicted values are 

CH,-=CH-CH=====CH====CH-CH-CH=-CH, 

i»353 1.422 1.371 1.415A 

and for a conjugated chain of infinite length 

CH,-=CH-CH==CH-CH=-CH-CH=-CH- 

1.355 1.419 1,377 1.407 1.383 1.403 1,386 A 

Asymptotic value, 1,394 A. 

The character of each bond is reflected in its interatomic distance -1,330 A 
representing a pure double bond, 1,394 A a half double-half single bond 
as in benzene, and 1,542 A a pure single bond. The close approximation 
of the bonds in a long conjugated chain (other than those at the ends of 
the chain) to benzene bonds is striking. 



ao 






o,f 


(is 


%o 


Fig. 6. An empirical curve relating carbon- 
carbon interatomic distance to bond type for 
single-bond-double-bond resonance; this curve is 
based on the experimental points lor ethylene 
(1,33 A), benxene {1,39 A), graphite (1,42 A), and 
diamond (1,34 A). 



224 


L. Pauling 


Tables- Intcrafomic Distances in ('onj updated Systems. 


C 


C single V)ontl between double bonds or benzene 
rings; 

Butadiene, CHj= CH CH-CH,. 




CH-CH 


0.03 


A 


Cyclopentadiene, 



CH 


1.40 :f: 0.03 


Stilbene, 

p- Diphenyl benzene, 


CH, 

CH-rCH, 





C—C single bond between a benzene ring and a 
triple bond: 

Tolane, N-C CH . 


C -C single bond between two triple bonds: 

Diacetylene, CHsC-Cl.CH . 

Dimethyldiacetylene, CH3C C—Czi-CCH, .... 
Cyanogen, N^C—C^N. 


C—C single bond adjacent to a triple bond: 
Methylacetylene, CH3 —CeeCH. 


Dimethylacetylene, CH3—C=C—CH3. 

Dimethyldiacetylene, CH3 —Ce^iC—C= iC —CH3 
Methyl cyanide, CH,—C==N. 


1,44 i 0,02 ,, 
1.46 ± 0,03 „ 


1,40 0,02 ,, 


± 0,03 ,, 

1.38 ± 0.03 .. 

1.37 ± 0,02 „ 

I 1,462 ± 0,005 „ 
\ 1,46 ± 0,02 „ 
1.47 dr 0,02 ,, 
r,47 0,02 ,, 

1.49 ±0,03 „ 


{IJ2) 


{ 122 ) 


{114) 

{106) 


U15) 


( 102 ) 

{ 102 ) 

{ 102 ) 


( 6j , 13) 
{ 102 ) 
{ 102 ) 
{ 102 ) 
{102) 


As an example of the use of interatomic distances in the discussion 
of tlje structure of natural products we may mention the recent work 
of Corey (29) on diketopiperazine and of Albrecht and Corey (7) on 
glycine. These two investigations represent the only complete structure de- 
tenninations which have been made of any substances related to proteins. 
The x-ray work on proteins themselves which has been done by Astbury 
and his collaborators, Herzog and Jancke, Brill, Meyer and Mark, 
and Corey and WyckoEf, described by Kratky and Mark (75^1), has 
provided much valuable information about the general nature of proteins, 
but has not led to a complete structure determination for any protein. 

The structure found by Albrecht and Corey for thfe glycine molecule 
in crystalline glycine is shown in Figure 7. It is seen that the carbon- 
carbon distance, 1,52 A, is close to the expected single-bond distance, 
1,54 A. For the carboxyl-ion group, for which resonance of the type 
















Configuration and Electronic Structure of Molecules 


225 


is expected, the two C—O di¬ 
stances are predicted from the 
resonance curve (Figure 6, p. 223) 
and the table of covalent radii 
to have the same value 1,27 A, 
the bond angle O—C—O being 
predicted to be 125° 16': 


The configuration found by 
experiment 

K O 

122 °. 




. , , . ... Fig. 7. The configuration of the plycine molecule in crystall- 

agrees with this to within the inc glynnc [Ai.ItREcHT and Corey (;)]. A shows the 
probable errors of the deter- <Jiroensioiis of the molecule, and />* the deviation of the 

mination. * .x , , 

C—NHj bond from the plane of the C—C group. 

The value found for the 
carbon-nitrogen distance in the 

molecule, 1,39 A, is less than the single-bond carbon-nitrogen value, 1,47 A; 
the reason for this unexpected feature is not knowm with certainty: it may be 

in part the result of the positive ^ 

+ 

charge of the —NH3 group. 

The configuration found by 
Corey for the diketopiperazine | 

molecule is shown in Figure 8. It BJ 

is seen that there occurs for this 



group resonance similar to that 
of the carboxyl group; to wit, 


Fig. 8. .The configuration of the diketopiperazine 
molecule in the crystalline subi,tance [CORSY (<29)]• 
The molecule is accurately coplanar, except for the 
hydrogen atoms. 


Fortschrittc d. Chem. org. Natursl. III. 
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The configuration predicted for complete resonance, giving both the 
C—O and the C—N bond onc-half double-bond charac ter, is 


The observed configuration. 


-C I 120°, 


is in essential agreement with this. 

The bonds to the methylene group in diketopijKTazinc, 





are shorter than the exj)ectcd single bond lengths, C—C 1,54 A and 
C—N = 1,47 A. There is still uncertainty as to the significance of this 



W 

W 

W 



Fig. 9. The predicted configuration of an 
extended polypeptide chain fCORET 


shortening, which will presumably be 
resolved by the results of future 
investigations of other amino acids 
and peptides. 

Corey {2ga) has made a prelimi¬ 
nary study of the application of the 
structural information from glycine 
and diketopiperazine in the inter¬ 
pretation of the available x-ray data 
for the fibrous proteins. The predicted 
detailed structure of an extended poly¬ 
peptide chain is shown in Figure 9. The 
length of the chain per amino-acid 
residue is predicted to be 3,67 A. This 
is somewhat larger than the largest 
values found experimentally for fibrous 
proteins, 3,2 to 3,5 A; hence the con¬ 
clusion is drawn that the polypeptide 
chains in these proteins do not have 
their maximum extension, but are some¬ 
what distorted from this configuration. 
The nature of this distortion is not 
known. Corey has also vShown that 
some distortion from the ideal structure 
is necessitated by the van der Waals 
contacts of the atoms. 


Although the problem of the structure of proteins is a very complex 


one, it may be hoped that this x-ray attack, beginning with amino acids 
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Sard peptides, will in the course of time be successful, and will provide 
the same detailed structural information which is now available for 
simpler substances. 


Isomerism and Structure of the Carotenoids* 

As an example of the use of covalent radii and van der Waals radii 
of atoms, let us discuss the possibilities of stereoisomerism for the carot¬ 
enoids. These substances contain long conjugated systems, usually with 
about eleven conjugated double bonds; ^-carotene, for example, has the 
formula 


C CH3 CH, 

/»\ I I 

H,C2 ec—CH=CH—C=CH—CH==CH—C=CH—HC 
I II 7 K 9 10 11 12 la 14 15 

H,C3 x:—CH 3 

•w 

CH, 


\ / 

C CH3 CH3 

I I 

oX—CH:=CH—c=ch—ch=ch—c=ch—hc 

I II 7 ' 8' ft' 10' 11' '12' 13 ' 14 ' 15 ' 


H,C 3 ' B'C—CH, 

CHj 

^-Carotene. 


The separation of carotenoid isomers which are presumably cis4rans 
isomers has been reported by Kuhn and Winterstein (77), Gillam and 
El Ridi (52, 5j), Gxllam, El Ridi and Kon (54), Zechmeister and 
Tuzson (142, 143), and Zechmeister, Cholnoky, and Polgar ( i 4 i )» 
but no evidence has become available as to the precise nature of these 
isomers. Since this problem will surely not be easy of solution, the aid 
provided by general structural information may well be of value. 

As the result of resonance of the type 


C=C—C==:C. C—C==C—C 


each of the single bonds in the conjugated system has sufficient double¬ 
bond character to keep the entire system coplanao:. It is this resonance 
stabilization of configuration about the single bonds which permits the 
easy crystallization of the carotenoids. The bond distances have average 
value 1,40 A, with the double bonds somewhat shorter (1,35 to 1,39 A) 
and the single bonds somewhat longer (1,42 to 1,40 A),’ as shown by the 
calculations of Coulson {32) quoted above. The bond angles along the 
chain can be confidently assumed to be close to 125° 16', the value given 
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by the theory of the tetrahedral carbon atom and supported by electron- 
diffraction results for simpler substances. 

The configuration about the double bonds 5,6 and 5',6' is determined 
by the ring. The remaining double bonds are of several different kinds: 
(a) 15-15'; (b) 13-14 and I3'-I4'; (c) 9-10 and 9-10'; {d) 11-12 and 
and {e) 7-8 and 7'“8'. Now let us consider a chain 
—CX-~CR=rCR'-CX'— 


with the cis configuration: 


1 


R^ _ 

—Cl <C- 

\ / 

X X' 


From the structural parameters it can be calculated that if X and X' 
are both hydrogen atoms they will be 1,7 A apart. This is somewhat 
less than the usual distance of van der Waals contact (2,0 to 2,4 A), 

and will tend to make the molecule 
less stable than for the trans configura¬ 
tion (with R, R' = H); but the 
strain could be removed in large part 
by small rotations about the bonds 
1,2 and 3,4. On the other hand, 
with X = methyl or some similar 
group and X' — H the distance is 
only 1,6 A; this is so very small 
compared with the expected distance 
of VAN DER Waals contact, 3,2 A, 
that the cis configuration would surely be unstable. Hence we conclude 
that the cis configuration will he assumed only by those double bonds which 
are of the type —CH—CR=CR'—CH—; that is, which are adjoined by 
two CH groups. Hence the bonds of types d and e must have the 
trans configuration. 

Twenty isomers can be formed by cis and trans isomerization about 
the remaining five double bonds (thirty-two for an unsymmetrical carot¬ 
enoid such as <x-carotene). The fact that two isomers only are reported 
for several carotenoids (lycopene, ^-carotene, kryptoxanthene) suggests 
that the principal isomerization is that about the central double bond. 
For lutein, however, three isomers are reported, and for zeaxanthin and 
taraxanthin four (J41, 143) ; hence other double bonds (6, c) must be 
involved here. It seems probable that the exact nature of these isomers 
will be determined only by x-ray investigation of their ciystals. 

Some evidence bearing on the nature of the isomers is provided by 
the observation by Zechmeister and Tuzson {143) that the intensity 




Fig. xo. Diagrams showing steric interactions of 
(a) CR-CR--CH— and 

{b) —C(CH^—CRr-=CR—CH groups for the 
of-orniiguration about the double bond. 
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of absorption of light by w^olycopene is only about two-thirds as great 
as that Ijy lycopene. The theory of the color of conjugated molecules 
which has been developed during the past year [Mulliken {88, 8g)\ 
Pauling (95)] leads to the conclusion that the intensity of absorption 
of cis-trans isomers should be related to their configuration. In particular 
the integrated absorption coefficients for the two configurations A and B: 

A 



should be proportional to the squares of the actual distances betweer 
their ends. The ratio of these distances is i: 0,78 (for 125° 16' bond 
angles), and the ratio of their squares, i: 0,61, is in excellent agreement 
with the intensity ratio i: 0,67 reported by Zechmeister and Tuzson {143)- 
This agreement provides support for the postulate that lycopene (and 
presumably the normal isomers of other carotenoids) have the completely 
extended configuration A and weolycopene the configuration B. 
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